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Uber den Nachweis kleiner Mengen von Blei im Harn. 
Von 


0. Schumm. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium des Aligemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 1921.) 








Untersuchungen iiber die Ausscheidung von Blei im Harn 
bei Fillen von Bleivergiftung veranlaBten mich, einige Ver- 
fahren zur Auffindung kleiner Mengen von Blei im Harn auf 
ihre Zuverlassigkeit zu priifen. 


1. Ausfillung des Bleies als Schwefelblei aus dem mit 
Salzsiiure und chlorsaurem Kali zerstérten Harn. 


Dieses Verfahren hat sich mir nicht bewihrt. Viele Ver- 
suche mit Harnmengen von 3/, bis 11/, Liter, die vor der 
Fillung mit Schwefelwasserstoff verschieden weit, zum Teil 
stark eingedampft und bei verschieden starkem Gehalt an 
Salzsiure mit Schwefelwasserstoff behandelt wurden, ergaben, 
daB schon Mengen von etwa 0,5 mg Bleinitrat (= etwa 0,3 mg 
Blei) so nicht sicher genug aufzufinden sind; denn die aus 
dem Schwefelwasserstoffniederschlag durch Ausziehen mit heiSer 
10 °/, iger Salpetersiure gewonnene filtrierte Lésung lieferte, in 
geeigneter Weise verarbeitet, in einer Reihe von Versuchen 
lediglich eine sehr schwache Reaktion mit Schwefelwasserstoff. 
Kinzig aus solchen sehr schwachen, staubig feinen Triibungen 
mit Sicherheit auf Anwesenheit von Blei zu schlieBen, er- 
scheint aber nicht statthaft, da mit der Méglichkeit der An- 
wesenheit von Spuren Kupfer in eingedampften Harnen ge- 
rechnet werden muB.’) 


1) Auf diesen Umstand wird anscheinend nicht immer Riicksicht 
genommen. In einer Abhandlung von Fr. Schlesinger Uber den 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 13 
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2. Elektrolytische Ausfillung des Bleies aus dem mit 
Salpetersiiure zerstérten Harn. 


In dem bekannten Lehrbuch der chemischen Toxikologie 
von I. Gadamer findet sich fiir den Nachweis von Blei im 
Harn eine besondere Anweisung.') 

»Dlei im Harn kann nach dem Erhitzen mit Salzsiure 
und Kaliumchlorat bis zum Verschwinden des Chlorgeruches 
durch Schwefelwasserstoff nachgewiesen werden. Der Nachweis 
gelingt auch elektrolytisch, wenn man den Harn mit Salpeter- 
siure auf dem Wasserbade eindampft, den Riickstand mit 
etwas Salpetersiiure aufnimmt und auf einen Liter verdiinnt. 
Die positive Elektrode bedeckt sich mit einem braunen Uberzug 
von Bleisuperoxyd.“ 

Neubauer-Hupperts ,Analyse des Harns“?) gibt fiir 
die Abscheidung des Bleis aus Harn nur folgendes an: ,,Fiir 
die Abscheidung kleiner Mengen Blei aus Harn hat V. Leh- 
mann zweckmaBbig befunden, die organische Substanz mit 
chlorsaurem Kali und Salzsiure zu zerstéren (s. b. Quecksilber, 
S. 1417), die Fliissigkeit einzudampfen, wieder zu verdiinnen 
und mit einem Strom Schwefelwasserstoff zu behandeln; der 
ausgefallene schwarze Niederschlag ist dann weiter zu unter- 
suchen. — Ebenso kleine Mengen Blei lassen sich durch direkte 
Elektrolyse des Harns niederschlagen.‘ 


Higene Versuche. 


Versuch 1. 250 ccm normaler Harn wurden mit 0,3 mg 
Bleinitrat und 10 ccm 25 °/, iger Salpetersiure auf dem Wasser- 


Nachweis des Bleischadens nach SteckschuB“ [Miinch. med. Wochenschr. 
Nr. 2, S. 39 (1918)] findet sich z. B. der Ausspruch: ,,Da normalerweise 
auBer Eisen keine Metalle im Urin angetroffen werden, so kann man 
jeden eventuell eintretenden dunklen Niederschlag mit Schwefelwasser- 
stoff im anorganischen Riickstand als Blei ansprechen und weiter 
feststellen.‘‘ 

1) I. Gadamer, Lehrbuch der chemischen ‘Toxikologie und An- 
leitung zur Ausmittlung der Gifte. Gottingen 8. 221 (1909). 

*) Analyse des Harns, Elfte Auflage von Neubauer-Hupperts 
Lehrbuch, 2. Hiilfte S. 1439. Wiesbaden, ©. W. Kreidels Verlag. 
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bade soweit wie méglich eingedampft, der Riickstand mit 5 com 
Salpetersiure und 30 ccm Wasser aufgekocht!), filtriert, das 
Filter gut ausgewaschen, die gesamte Flissigkeit auf 1 Liter 
verdiinnt und elektrolysiert. Als Anode diente eine kleine 
mattierte Platinscheibenelektrode von etwa 13,5 mm Scheiben- 
durchmesser, mithin etwa 2,9 qem wirksamer Fliche, als 
Kathode eine sog. Platineimerelektrode (Tiegel mit mehrfach 
durchléchertem Boden und Halter aus Platindraht) von etwa 
55 qcm wirksamer Flache. Spannung 4 Volt. Wegen des be- 
trichtlichen Leitungswiderstandes der Fliissigkeit betrug die 
Stromstirke selbst zu Anfang nur 0,1 Ampére. Die Elek- 
trolyse wurde deshalb 72 Stunden durchgefiihrt. Im Aus- 
zug der Anode (s, u.) lieB sich Blei nicht mit Sicherheit 
nachweisen. 


Versuch 2. 500 ccm normaler Harn wurden mit 0,5 mg 
Bleinitrat und 20 ccm 25°/,iger Salpetersiiure versetzt und 
auf dem Wasserbade méglichst weit eingedampft, der Riick- 
stand mit 10 ccm Salpetersiiure aufgekocht, mit 40 com Wasser 
verdiinnt, aufgekocht und filtriert, das Filter gut ausgewaschen 
und das gesamte Filtrat auf 1 Liter verdiinnt und weiter wie 
im Versuch 1 behandelt; nur mit dem Unterschiede, daB die 
Klektrolyse 4 Tage durchgefiihrt wurde. Im Auszug der Anode 
ist Blei nicht nachweisbar. 


Behandlung der Elektrode zur Erkennung des Bleies. 


In obigen und allen folgenden Versuchen wurden die 
Klektroden nach Beendigung der Elektrolyse mit destilliertem 
Wasser abgespilt, mit reiner Salpetersiure tibergossen und 
Natriumnitrit?) zugefiigt, wobei sich bekanntlich Bleisuperoxyd 
leicht list. Nachdem noch bis zum Kochen der Saure erhitzt 





1) In allen Versuchen wurden nur solche Reagenzien benutzt, die 
sich mir bei der Prifung als bleifrei erwiesen hatten. 

®) Vel. E. F. Smith-A. Stihler, Quantitative Elektroanalyse. 
Leipzig 1908. Verlag v. Veit & Comp.; ferner Treadwell, Kurzes 
Lehrbuch der analytischen Chemie. II. Quantitative Analyse. Leipzig- 
Wien 1913. Verlag v. Franz Deuticke. 
18* 
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war, wurde der Auszug abgegossen, in eine kleine Porzellan- 
schale gespiilt, die Elektrode nachgewaschen und die gesamte 
Flissigkeit auf dem Wasserbade eingedampft, der Riickstand 
in einigen Tropfen Wasser gelést und mit Schwefelwasserstoff 
behandelt. Bei betraichtlichem Bleigehalt wurden dic 
Schwefelbleiflocken abfiltriert, auf dem Filter mit méglichst 
wenig heifer Salpetersiure gelést, die Lésung eingedampft, der 
Rickstand mit einigen Tropfen Wasser aufgenommen, durch 
eine Spur Kalilauge alkalisiert, ein Trépfchen Kaliumchromat- 
lésung zugefiigt und mit Essigsiiure angesiuert. Bei ge- 
ringerem oder zweifelhaftem Bleigehalt, d.h. wenn bei der 
Behandlung mit Schwefelwasserstoff keine abfiltrierbaren Flocken 
von Schwefelblei entstanden, wurde nachtriglich noch eine Spur 
Kalilauge zugefiigt, der Befund vermerkt, Salpetersiure im 
Uberschu8 zugesetzt und das Gemisch eingedampft, um in 
der oben beschriebenen Weise noch mit Kaliumchromat ge- 
priift zu werden. 


3. Elektrolytische Ausfillung des Bleies 
als Bleisuperoxyd aus dem mit chlorsaurem Kali und 
Salzsiiure zerstérten Harn. 


Nach V. Lehmann!) wird das Blei aus den nach Zer- 
stérung der organischen Substanzen gewonnenen Lésungen 
durch die Elektrolyse ebenso vollstandig abgeschieden wie 
durch Schwefelwasserstoff. Er behandelt den Harn zur Zer- 
stérung der organischen Substanz mit chlorsaurem Kali und 
Salzsiure und gibt an, aus 50 ccm Harn, die 0,1 mg Bleinitrat 
enthielten, durch Elektrolyse 0,073 mg Bleinitrat, demnach 
73 °/, der zugesetzten Menge wiedergewonnen zu haben. In 
einem zweiten besonders wichtigen Versuche Lehmanns 
(Versuch 11 auf 8S. 8) tiber die Empfindlichkeit der Blei- 
abscheidung einerseits durch Schwefelwasserstoff, anderseits 





1) V. Lehmann, Experimentelle Untersuchungen iiber die besten 
‘Methoden, Blei, Silber und Quecksilber bei Vergiftungen im tierischen 
Organismus nachzuweisen, Zs. f. Physiol. Chem. Bd. 6, 8.8 und 89/40 
(1882). 




































Uber den Nachweis kleiner Mengen von Blei im Harn. 193 


durch Elektrolyse sind leider fiir die benutzten Mengen Blei 
Werte angegeben, die offenbar nicht stimmen (vgl. die einander 
widersprechenden Angaben auf S. 8, Zeile 9, 14 und 25). Fir 
die Beurteilung der Empfindlichkeit der elektrolytischen Methode 
bei Harn 1a8t sich demnach mit Sicherheit nur der erstgenannte 
Versuch mit 0,1 mg Bleinitrat in 50 ccm Harn verwerten. 

Da es mir darauf ankam, das Blei im Harn auch 
bei geringerem Gehalt aufzufinden, so sah ich mich 
gendtigt, neue Versuche tiber die Empfindlichkeit der 
elektrolytischen Abscheidung des Bleies auszufiihren. 

Versuch 1. 100 ccm normaler Harn wurden mit 0,1 mg 
Bleinitrat versetzt, mit Salzsiiure und chlorsaurem Kali zerstért, 
die eingeengte chlorfreie Fliissigkeit filtriert (Vol. = 20 ccm), 
mit 5 ccm 25°/,iger Salpetersiiure gemischt und 18 Std. 
elektrolysiert. Sp. 4 Volt. Als Anode diente eine mattierte 
Platinblechscheibe von etwa 13,5 mm Durchmesser mit an- 
genietetem Platindraht, als Kathode ein blankes Platinblech 
von 10 mm Breite und 25 mm Linge, ebenfalls mit an- 
genietetem Platindraht.') — Nach Unterbrechung der Elektro- 
lyse wurde die mit Wasser abgespiilte Anode zur Lésung etwa 
abgeschiedenen Bleisuperoxyds mit Salpetersiiure und Natrium- 
nitrit behandelt, die Fliissigkeit zur Trockne verdampft, in 
wenigen Tropfen Wasser gelést, die Lésung mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, nachtriglich alkalisiert; dabei lieB sich 
Blei nicht nachweisen. Die Kathode ergab bei gleicher Be- 
handlung eine zweifelhafte Bleireaktion. 

Versuch 2. 100 ccm normaler Harn wurden mit 0,5 mg 
Bleinitrat versetzt, in der oben angegebenen Weise zerstért und 
auf ein Volumen von 12 ccm gebracht, mit 10 ccm 25 °/, iger 
Salpetersiiure vermischt und 18 Std. wie bei ,,1“ elektrolysiert. 
Sp. = 4 Volt. Stromstirke anfangs 0,45 Ampére, bald ab- 
nehmend. — An der Anode war Blei nicht in nachweisbarer 
Menge abgeschieden. 

Versuch 3. 100 ccm normaler Harn (enth. 1°/, Kochsalz) 





‘) Vor jedem Versuch wurden beide Elektroden sorgfiltigst mit 
Salpetersiure und Natriumnitrit zunichst in der Kalte, dann durch Aus- 
kochen gereinigt. 





fae ye ee 1 ore la Sake eet * aS 


Re DE ea ee Mer MLO ac wat she vee ahah ey 
aS cat as “Apso at Ta oP Sahn AE Ae a 
MS ne tnegele Fegan Boe Sut eS 
i bi : ba 2 Mees * 





194 O. Schumm, 


wurden mit 0,3 mg Bleinitrat versetzt, zur Trockne verdamptt, 
der Riickstand mit 20 com 12°/, iger Salpetersiure 2 Min. ge- 
kocht, filtriert, nachgewaschen, Filtrat mit 2 ccm 25 °/, iger 
Salpetersiure und Wasser auf 20 ccm aufgefillt und elektro- 
lysiert. Als Anode diente die bei Versuch ,,1“ erwihnte 
Scheibenelektrode, als Kathode eine Platinschale von etwa 
25 bis 30 ccm Inhalt. Sp. = 4 Volt. Nach 6 stiindiger Dauer 
wurde die Elektrolyse unterbrochen und die Anode in der 
unter ,1“ angegebenen Weise auf Blei gepriift. Es lieB sich 
nicht nachweisen. Die Fliissigkeit wurde nun mit 5 ccm 
25°/,iger Salpetersiure versetzt und 17 Stunden lang weiter 
elektrolysiert. Die Priifung der Elektroden ergab jetzt deut- 
lichen Bleigehalt an der Kathode, waihrend sich an der Anode 
nur eine eben erkennbare Spur abgeschieden hatte. 

Versuch 3a. 100 ccm normaler Harn (enth. 1,2 °/, Koch- 
salz) wurden mit 0,3 mg Bleinitrat versetzt und 24 Std. unter 
Benutzung derselben Elektroden wie in Versuch ,,3“ elektro- 
lysiert. Im Auszuge der Anode war Blei nicht nachweisbar, 
in dem der Kathode war die Reaktion mit Schwefelwasserstofi 
eben angedeutet. 

Das unbefriedigende Ergebnis dieser Analysen 
veranlaBte mich, das Verhalten verschiedenartiger 
bleihaltiger Lésungen bei der Elektrolyse genauer zu 
untersuchen. 


4. Die elektrolytische Abscheidung kleiner Mengen 
von Blei aus salpetersauren Liésungen.’) 


A. Versuche tuber die Abscheidung aus reiner 
salpetersaurer Losung. 
Versuch4. 0,5 mg Bleinitrat, gelést in 20 ccm 121/, °/,iger 
Salpetersiure. Spannung = 4 Volt. Anode und Kathode wie 
in Versuch ,,1“. Dauer der Elektrolyse 24 Std. Die Anode 


') Genaue Vorschriften zur Abscheidung gréBerer Mengen von 
Blei durch Elektrolyse findet man in dem bekannten Buch A. Classen, 
Quantitative Analyse durch Elektrolyse“ und dem von Smith-Stihler, 
Quantitative Elektroanalyse, Leipzig, Verlag von Veit & Comp., S. 99 
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wird wie in Versuch ,,1“ auf Blei gepriift. Schwefelwasserstoff 
gibt sofort feinflockigen Niederschlag von Schwefelblei. — Wie 
die Untersuchung der elektrolysierten Fliissigkeit ergab, war 
das Blei fast vollstindig ausgeschieden worden. 


Versuch5d. 0,2 mg Bleinitrat, gelést in 20 ccm 12?/, °/,iger 
Salpetersiure. Spannung = 4 Volt. Als Anode mattierte Platin- 
blechelektrode von 3 qcem, als Kathode blanke Platinblech- 
elektrode von 5 qcem wirksamer Flaiche. — Stromstiirke an- 
fangs 0,3 Ampére. Dauer der Elektrolyse 24 Std. An der 
Anode hat sich Blei in deutlich nachweisbarer Menge ab- 
geschieden. Der in oben beschriebener Weise hergestellte 
Auszug der Anode gab mit Schwefelwasserstoff betrichtliche 
feinflockige Abscheidung, in der das Blei auch durch Uber- 
lihrung in Bleichromat gekennzeichnet werden konnte. 

Die Kathode wurde nicht auf Bleigehalt gepriift. 


Versuch 6. 0,1 mg Bleinitrat, gelést in 20 cem 121/,°/,iger 
Salpetersiiure. Behandlung wie in Versuch ,,5“. Auszug der 
Anode gibt mit Schwefelwasserstoff auch bei nachtraglichem 
Alkalisieren nur schwache Gelbfarbung, Auszug der Kathode 
schwache Braunfarbung. 


Versuch 7a. Derselbe Versuch wie ,,6“. Spannung = 
4 Volt. Dauer der Elektrolyse aber 42 Std. 


Versuch 7b. Derselbe Versuch wie ,,6“, aber als Anode 
die in Versuch ,,1“ beschriebene Scheibenelektrode, als 
Kathode ein mattiertes Platinblech von 4 qcem wirksamer 
Flache mit angenietetem Platindraht. Versuche ,a“ und ,,b“ 
wurden gleichzeitig ausgefiihrt, die beiden Elektrolysierapparate 
erhielten, parallel geschaltet, den Strom von derselben Quelle. 
In Versuch ,a“ ergibt die Kathode eine etwas stairkere Spur 
Blei als die Anode, in ,,b“ die Anode etwas mehr als die 
Kathode. Die Priifung der elektrolysierten Fliissigkeiten ergab 
in beiden Versuchen, daB die Hauptmenge des Bleis an den 
Elektroden abgeschieden war. 





bis 106, ferner S. 183 (1908); auch vgl. man die Berichte von R. Fre- 
senius tiber die elektrolytische Bestimmung des Bleies in der Zs. f. analyt. 
Chem. Bd. 50, S. 758 (1911) und 51, S. 763 (1912). 
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Versuch 8. _,,a“ und ,,b“ derselbe Versuch wie 7,,a“ und 
,b“, aber mit der doppelten Menge (0,2 mg) Bleinitrat. Die 
Hauptmenge des Bleies wurde wiederum abgeschieden, in 8,,a“ 
vorwiegend an der Kathode, in 8,,b“ vorwiegend an der Anode. 
In Versuch 8,,a“ konnte nur aus dem Kathodenauszug, in 8,,b“ 
nur aus dem Anodenauszug so viel Blei gewonnen werden, daB 
es nicht nur durch Schwefelwasserstoff, sondern auch als Blei- 
chromat nachweisbar war. 

Versuch 9. 0,3 mg Bleinitrat in 23 ccm 11 °/, iger 
Salpetersiure. Als Anode die mattierte Platinblechanode von 
Versuch ,,5“, als Kathode die blanke Platinblechkathode von Ver- 
such ,,5“. Spannung = 4 Volt. Stromstirke anfangs 0,4 Ampére. 
Dauer 24 Std. Fliissigkeit noch stark mineralsauer. Das Blei 
war fast vollstindig abgeschieden, die Kathode ergab aber einen 
viel gréBeren Bleigehalt als die Anode. 

Versuch 10. 0,3 mg Bleinitrat in 18 com 14 °/, iger 
Salpetersiure. Als Anode die Scheibenanode von Versuch ,,1“, 
als Kathode blanke Platinschale von etwa 25 ccm Inhalt.’) 
Spannung = 4 Volt, Stromstirke anfangs 0,6 Ampére. Nach 
22 Stunden ist die Fliissigkeit alkalisch; sie wird mit Salpeter- 
siure stark angesdiuert und noch einige Zeit weiter elektroly- 
siert. Der Auszug der Anode gibt starke Bleireaktionen. 

Versuch 11. 0,2 mg Bleinitrat in 20 ccm 121?/, °/, iger 
Salpetersiure. Als Anode die Platinschale, als Kathode 
die Scheibenelektrode von Versuch ,,10“. Dauer der Elektro- 
lyse 20 Stunden, Fliissigkeit dann noch stark sauer. Nur an 
der Kathode (Scheibe) hat sich Blei in solcher Menge ab- 
geschieden, daB es auch in Form von Bleichromat deutlich 
nachgewiesen werden kann. 


Versuch 12. 0,3 mg Bleinitrat in 20 com 12'/, °/, iger 
Salpetersiure. Als Anode die Scheibenelektrode, als Kathode 
die Platinschale. Spannung = 4 Volt. Dauer 28 Stunden. 
Stromstarke zuletzt etwa 0,05 Ampére. Fliissigkeit jetzt 
schwach ammoniakalisch. Das Blei hat sich gréBtenteils an der 
Anode abgeschieden, in geringer Menge auch an der Kathode. 





) Die Schale war mit einem mitten gelochten Uhrglase bedeckt. 
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Versuch 13. 0,2 mg Bleinitrat in 20 com 121/, °/, iger 
Salpetersiure. Behandlung wie in Versuch ,,12“. Dauer aber 
nur 21 Stunden. Fliissigkeit ist jetzt ammoniakalisch. Das 
Blei hat sich trotzdem gréBtenteils an der Anode abgeschieden: 

Versuch 14. Derselbe Versuch wie ,,13“, aber als Anode 
statt der Scheibenelektrode eine schwach mattierte Zylinder- 
elektrode von 1,5 cm Héhe und etwa 7,5 qcm Fliche, die gut 
zur Hialfte eingetaucht war. (Wirksame Flaiche demnach etwa 
4 qcm.) Spannung = 4 Volt. Anfangs 0,8—0,9 Ampére, Dauer 
16 Stunden, zuletzt ungefahr 0,05 Ampere. Fliissigkeit jetzt 
ammoniakalisch. Die Ausziige beider Elektroden geben 
schwache Bleireaktion. 

Versuch 15. 0,3 mg Bleinitrat in 18 com 14°/, iger 
Salpetersiure. Behandlung wie in Versuch ,,10“. Dauer der 
Elektrolyse aber nur 5 Stunden. Der Auszug der Anode 
liefert sehr deutliche Bleireaktionen. 

Versuch 16. 0,15 mg Bleinitrat in 12 com 14°/, iger 
Salpetersiiure. Als Anode die Scheibenelektrode, als Kathode 
eine kleine mattierte Platinschale. Spannung = 4 Volt. An- 
fangs 0,5 Ampére. Dauer 18 Stunden. Der Auszug der Anode 
gibt deutliche Bleireaktion mit Schwefelwasserstoff und mit 
Kaliumchromat. 


Ergebnis. 

Aus stark salpetersauren Liésungen, die 0,3 bis 0,1 mg 
Bleinitrat enthalten (Verdiinnung 1:65000 bis 200000), laBt 
sich das Blei bei Benutzung kleiner Platinblechelektroden 
durch Elektrolyse bei 4 Volt Spannung ziemlich vollstaindig 
abscheiden. Die Hauptmenge wird aber nicht regelmaBig als 
Bleisuperoxyd an der Anode abgeschieden, vielmehr ist je 
nach den besonderen Versuchsbedingungen bald die Anode 
bald die Kathode der Ort der stirksten Abscheidung. Es 
empfiehlt sich deshalb, nach beendeter Elektrolyse sowohl die 
Anode als auch die Kathode zu priifen, besonders bei Mengen von 
0,1 bis0,2 mg. Unter giinstigen Umstiinden 14Bt sich so noch eine 
0,1 mg Bleinitrat entsprechende Menge Blei nachweisen. Als 
Anode bewihrte sich besonders die durch Anaitzen mit Kénigs- 
wasser mattierte Scheibenelektrode von etwa 2,9 qcm wirksamer 
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Flaiche. Als Kathode laBt sich statt der Platinblechelektrode 
auch gut eine Platinschale verwenden. Die Dauer der Elek- 
trolyse richtet sich bei gleicher Stromstarke nach der vor- 
handenenen Menge Salpeterséure; sie muB bei hohem Salpeter- 
-sduregehalt langer fortgesetzt werden. 

Anmerkung. Ob sich das von R. Gartenmeister aus- 
gearbeitete Verfahren zur Abscheidung des Bleies als Metall 
an der Kathode auch fiir die hier in Betracht kommenden 
sehr geringen Bleimengen eignen wiirde, habe ich bislang nicht 
untersucht. 


B. Versuche tber die elektrolytische Abscheidung kleiner 
Mengen von Blei aus salpetersaurer Losung bei Gegenwart 
von Kalium- oder Natriumchlorid. 


Versuch 17. 0,5 mg Bleinitrat und 2 g Kaliumchlorid 
in 20ccm 121/,°/,iger Salpetersiiure. Als Anode die Scheiben- 
elektrode’) und als Kathode die Platinblechelektrode von 
Versuch ,1“. Spannung = 4 Volt. Stromstirke anfangs 
0,5 Ampére. Dauer der Elektrolyse 20 Stunden. Fliissigkeit 
noch stark mineralsauer. Die Untersuchung der Elektroden 
ergibt, daB nur ein sehr kleiner Teil des Bleies abgeschieden 
worden ist. Der Auszug der Anode gab sogar nur eine An- 
deutung einer Bleireaktion. 

Versuch 18. 1 mg Bleinitrat und 2 g Kaliumchlorid in 
20 cem 121/,°/,iger Spalpetersiure. Als Anode die Scheiben- 
elektrode, als Kathode eine Platinblechelektrode. Spannung 
= 4 Volt. Dauer 24 Stunden. Im Auszug der Anode ist Blei 
nicht nachweisbar. 

Versuch 19. 2 mg Bleinitrat und 1g Kaliumchlorid und 
20 ccm 121/,°/,iger Salpetersiure. Behandlung wie in Ver- 
such ,18“. Im Auszug der Anode lift sich Blei in betricht- 
licher Menge, in dem der Kathode in bedeutend geringerer 
Menge nachweisen. 

Versuch 20, 0,3 mg Bleinitrat und 2 g Natriumchlorid 





) In dieser Versuchsreihe wurde die nach Beendigung der Elek- 
trolyse mit Salpetersiure-Natriumnitrit behandelte Kathode vor jedem 
neuen Versuch noch mit Kénigswasser ausgekocht. 
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in 20 com 12!/, °/,iger Salpetersiure. Als Anode die Scheiben- 
elektrode, als Kathode die Platinschale. Spannung = 4 Volt, 
Stromstarke anfangs 0,7 Ampére. Die wihrend der Elektrolyse 
ammoniakalisch gewordene Fliissigkeit wurde durch Zusatz 
von gleichviel 25°/,iger Salpetersiure stark angesiuert und 
mehrere Stunden weiter elektrolysiert. Fliissigkeit noch stark 
sauer. Das Blei ist gréBtenteils in Lésung geblieben. Im 
Auszuge der Anode ist Blei nicht nachweisbar. 

Versuch 21. 0,3 mg Bleinitrat und 1 g Natriumchlorid 
in 20 ccm 12'/,°/,iger Salpetersiure. Behandlung wie in 
Versuch ,,20“. Dauer der Elektrolyse ungefahr 20 Stunden. 
Im Auszuge der Anode ist Blei nicht nachweisbar. 

Versuch 22. Derselbe Versuch wie ,,21“. Dauer der 
Klektrolyse aber nur 5 Stunden. Im Auszug der Anode ist 
Blei nicht einwandfrei nachweisbar. 

Versuch 23. Derselbe Versuch wie ,,21“, aber mit nur 
0,5 g Natriumchlorid. Im Auszuge der Anode ist nur mit 
Schwefelwasserstoff eine Reaktion zu erhalten. Zum Nachweis 
in Form von Bleichromat ist die Menge zu gering. 


Ergebnis. 


Aus stark salpetersauren Liésungen wird bei Gegenwart 
gréBerer Mengen von Kalium- oder Natriumchlorid das Blei 
auch in einer Verdiinnung von ungefahr 1:70000 (0,3 mg 
Bleinitrat in 20 ccm) unter den hier eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen an der Anode in der zum sicneren Nachweis 
geniigenden Menge nicht abgeschieden. Setzt man die Elek- 
trolyse sehr lange fort, wobei das Chlor vollstandig ent- 
weicht, so kann, wie der folgende Versuch zeigt, eine leidlich 
befriedigende Abscheidung des Bleies erzielt werden. 

Versuch 23a. 0,2 mg Bleinitrat und 1 g Natriumchlorid 
in 12 ccm 11°/,iger Salpetersiiure. Als Kathode eine kleine 
Platinschale, als Anode die Platinscheibenelektrode. Spannung 
= 4 Volt. Stromstirke anfangs 0,55 Ampere, nach 4 Stunden 
0,4 Ampére. — Nach 19stiindiger Elektrolyse ist die Fliissig- 
keit noch sauer. Die fiir einen Augenblick abgenommene 
Anode zeigt keine Briunung. Die Elektrolyse wird fort- 
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gesetzt und nach 26 Stunden unterbrochen. Gesamtdauer der 
Elektrolyse demnach 45 Stunden. Die Fliissigkeit enthalt 
noch freie Siure, riecht aber nicht mehr nach Chlor. Die 
Anode ist auf der Unterseite deutlich gebriunt. Ihr Auszug 
gibt deutliche Bleireaktionen mit Schwefelwasserstoff und mit 
Kaliumchromat. Die Kathode (Schale) zeigt an der Stelle des 
Bodens, tiber der die Anode stand, eine sehr geringe Braiunung 
und in halber Héhe der Schalenwand einen Kranz dunkler, 
fast schwarzer, etwa '/,—1 qmm groBer Flecken, die sich bei 
der Behandlung mit Salpetersiure und Natriumnitrit nicht 
merklich lésen; der Auszug gibt jedoch schwache Bleireaktion 
mit Schwefelwasserstoff und mit Kaliumchromat. — Die dunklen 
Flecken lésten sich erst beim Auskochen der Schale mit Konigs- 
wasser und bestanden aus Platin. 


C. Versuche tiber die elektrolytische Abscheidung kleiner 
Mengen von Blei aus salpetersaurer Loisung bei Gegenwart 
von Kupfersulfat. 


Uber die Trennung von Blei und Kupfer bei technischen 
Untersuchungen geben Smith-Stahler (a. a. O. S. 183) folgen- 
des an: ,Aus dem Erfahrungsmaterial, das zahlreiche Forscher 
in dieser Hinsicht gesammelt haben, kann man folgende Ver- 
suchsbedingungen ableiten: Die elektrolytische Fliissigkeit soll 
150 ccm an Volumen betragen und 15 ccm Salpetersiure ent- 
halten. Man erwairmt auf etwa 60° und wendet dann einen 
Strom von N. D. 100 = 1—1,5 Ampére und 1,4 Volt an. Als 
Anode wiahlt man eine mattierte Schale, als Kathode eine 
kleinere durchbrochene Schale“ usw. Da bei den Harnunter- 
suchungen auf Blei ganz andere Verhiltnisse in Betracht 
kommen als bei technischen Kupfer—Bleibestimmungen, so habe 
ich folgende Versuche in einer ungefahr den spateren Unter- 
suchungen angepaBten Anordnung ausgefiihrt. 

Versuch 24. 0,2 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 11 com 7,5 °/,iger Salpetersiure gelést und elektrolysiert. 
Als Kathode kleine mattierte Platinschale.') Als Anode die 





1) Die Schale war wie in den iibrigen Versuchen mit einem Uhr- 
glase bedeckt, durch dessen Mittelloch der Anodendraht gesteckt wurde. 
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oben beschriebene Platinscheibenelektrode. Spannung = 4 Volt 
Stromstirke anfangs 0,5 Ampére. Dauer 1 Stunde. Die Ab-, 
scheidung von Kupfer (an der Kathode) und Blei (an der Anode) 
ist in richtiger Weise erfolgt. Die Anode ist auf der Ober- 
seite gleichmiBig hellbraun, auf der Unterseite nur stellen- 
weise. Der Auszug der Anode’) gibt sehr dentliche Blei- 
reaktion mit Schwefelwasserstoff und Kaliumchromat. | 

Versuch 25. 0,15 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 12 ccm 14°/,iger Salpetersiiure gelést und wie in Ver- 
such ,,24 elektrolysiert. Dauer 5 Stunden. Stromstirke von 
Beginn bis zum SchluB zwischen 0,4 und 0,5 Ampére. Flissig- 
keit zuletzt noch stark sauer. Kin betrichlicher Teil des Bleies 
ist an der Anode schon abgeschieden; der Auszug gibt deutliche 
Reaktion mit Schwefelwasserstoff und eben erkennbare mit 
Kaliumchromat. 

Versuch 26. 0,1 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 12 ccm 14°/,iger Salpetersiiure gelést und genau wie in 
Versuch ,,25“ behandelt. Der Anodenauszug gibt die Reaktion 
mit Schwefelwasserstoff deutlich, die mit Kaliumchromat nur 
eben angedeutet. 

Versuch 27. 0,1 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 8ccm 7,5°/,iger Salpetersiure gelést und wie in Ver- 
such ,24“ elektrolysiert. Stromstiirke anfangs 0,5, nach einer 
Stunde noch 0,45 Ampére. Dauer der Elektrolyse 1 Stunde. 
Fltissigkeit zuletzt noch stark sauer. Die Abscheidung von 
Kupfer (an der Kathode) und Blei (an der Anode) ist in rich- 
tiger Weise erfolgt. Im Gegensatze zu Versuch ,,24* hat sich 
das Bleisuperoxyd vorwiegend an der Unterseite der Scheiben- 
elektrode (als gleichmaBig hellbrauner Belag) abgeschieden. 
Der Auszug gibt deutliche Bleireaktionen. 

Versuch 28. 0,1 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 8 ccm 7,5°/,iger Salpetersiure gelést und wie in Ver- 
such ,,24*-elektrolysiert. Stromstairke dauernd 0,5—0,6 Ampére. 
Das Kupfer scheidet sich schnell in schén roter Form ab. 
Nach 2 Stunden wird die Elektrolyse unterbrochen und die 


t) Wegen der Behandlung der Anode vergleiche das auf S, 191 
Gesagte. 
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Anode schnell abgespiilt; sie hat an der Unterseite einen deut- 
lich erkennbaren hellbraunen Belag. Die Stromstirke hat 
bislang zwischen 0,5 und 0,6 Ampére geschwankt. Die Anode 
wird schnell wieder eingefiigt und noch eine Stunde bei 
0,4 Ampére weiter elektrolysiert. Die Fiissigkeit ist jetzt 
noch ziemlich stark sauer. Der Auszug der Anode gibt deut- 
liche Bleireaktionen mit Schwefelwasserstoff und mit Kalium- 
chromat. 

Versuch 29. 0,1 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat 
in 12 cem 14°/,iger Salpetersiure gelést und wie in Ver- 
such ,,24* elektrolysiert. Stromstiirke wihrend der ersten 
Stunden 0,4—0,5 Ampére. Die Abscheidung des Kupfers er- 
folgt viel langsamer als in Versuchen mit schwicherem Salpeter- 
siuregehalt. Dauer der Elektrolyse 19 Stunden. Die Flissig- 
keit ist jetzt alkalisch, die Stromstirke betrigt noch ungefahr 
0,1 Ampére. Der Auszug der Anode (die auf der Oberseite 
deutlich braunlich geworden ist) gibt deutliche Bleireaktionen 
mit Schwefelwasserstoff und mit Kaliumchromat. 

Versuch 30. Derselbe Versuch wie ,,29“. Dauer der 
Elektrolyse aber nur 5 Stunden. Stromstirke anfangs 0,5, 
zuletzt 0,4 Ampére. Der Auszug der Anode, die jetzt stellen- 
weise briunlich ist, gibt deutliche Bleireaktionen mit Schwefel- 
wasserstoff und mit Kaliumchromat. 

Versuch 31. Derselbe Versuch wie ,,29%. Dauer der 
Elektrolyse aber 7Stunden. Die Fliissigkeit ist jetzt nur noch 
schwach sauer. Der Auszug der Anode, die besonders auf 
der Unterseite groBe hellbraune F'lecken hat, gibt sehr deutliche 
Bleireaktionen mit Schwefelwasserstoff und mit Kaliumchromat. 


Ergebnis. 

Aus ziemlich stark (7,5—14°/, HNO,) salpetersauren 
Lésungen, die 0,2 bis 0,1 mg Bleinitrat (Verdiinnung bis un- 
gefahr 1:100000) und ungefaihr 31/,—5°/, Kupfersulfat ent- 
halten, laBt sich das Blei vom Kupfer durch Elektrolyse bei 
4 Volt Spannung und einer Stromstirke bis zu ungefaihr 
0,5 Ampere scheiden. Als Kathode dient eine kleine Platin- 
schale von 15—30 ccm Inhalt, als Anode eine schwach ,,mattierte“ 
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oder durch K6énigswasser angeitzte Platinscheibenelektrode von 
etwa 3qcem wirksamer Fiche. Die Flissigkeit wird nicht 
geheizt. -—- Wihrend sich das Blei aus der nur 7,5°/, 
Salpetersiure enthaltenden Lésung grofenteils schon nach 
einstiindiger Elektrolyse abscheidet, muB bei 14°/,igem Salpeter- 
siuregehalt bedeutend linger, zweckmaBig ungefihr 7 Stunden 
elektrolysiert werden. Fortsetzung der Elektrolyse bis zum 
Eintritt alkalischer Reaktion hat die Abscheidung des Bleies 
an der Anode in meinen Versuchen nicht gestért. 


5. Ausfillung des Bleies aus bleihaltigem, mit Kupfer- 
sulfat versetztem Harn durch Schwefelwasserstoff, 
elektrolytische Abscheidung des Bleies aus dem Gemisch 
der Sulfide. 


Nach Meillére lassen sich auch sehr kleine Mengen von 
Blei als Sulfid in gut abfiltrierbarer Form gewinnen, wenn 
man es aus der Lésung gemeinsam mit Kupfer- oder Queck- 
silbersulfid ausfallt. Zu je 1 Liter der zu untersuchenden 
Flissigkeit fiigt man 0,25 g eines Kupfersalzes, das natiirlich 
kein Blei enthalten darf, und 10 ccm Salzsiure hinzu, leitet 
zunichst in der Kialte, dann in der Warme Schwefelwasser- 
stoff ein, l4Bt 24 Stunden stehen, filtriert durch eine mit einem 
Asbestfaser- oder Filtrierpapierbrei iiberzogene Filterscheibe 
und wischt den Niederschlag mit warmem Wasser aus. Das 
Gemisch der Sulfide soll mit Salpetersiure behandelt und die 
Lésung eingedampft, der Riickstand bis zur vollstindigen Zer- 
setzung des Kupfernitrats gegliiht, in Salpetersiure gelést und 
die Lésung, die héchstens 20°/, freie Salpetersiure enthalten 
soll, mit einem Strom von 2 Volt und weniger als 0,2 Ampére 
bei nicht mehr als 40° elektrolysiert werden. ?) 

Nach diesem Verfahren, im Gemisch mit Schwefelkupfer, 
lassen sich in der Tat recht kleine Mengen Blei aus groBen 
Mengen Harn abscheiden. Nach meinen Versuchen kann man 
das Sulfidgemisch gut durch einfache Glastrichter mit Filtern 





1) G. Meillére, Ann. Chim. anal. appl. Bd. 20, 8.73 (1916). Zitiert 
nach Zs. f. anal. Chem. Bd. 57, 8. 63 (1918). 
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aus analytischem Filtrierpapier abfiltrieren. Beim Verarbeiten 
von 1—2 Litern Harn benutze ich zwecks Zeitersparnis mebrere 
Trichter. Der Filterinhalt wird zweimal mit Wasser gewaschen 
und die Filter am besten noch feucht mit 10 (bis 14)°/, 
Salpetersiiure ausgekocht und nachgewaschen. Zur Verein- 
fachung des Verfahrens habe ich in einer Anzahl von Ver- 
suchen den filtrierten Auszug nicht zur Trockne verdampft 
und gegliiht, sondern nur eingeengt, mit Wasser so weit ver- 
diinnt, daB die Fliissigkeitsmenge ungefihr ebenso groB war 
wie die Menge der zum Auskochen der Filter benutzten Sal- 
petersiure und so elektrolysiert. Ich benutze einen Strom von 
etwa 4 Volt (zwei hintereinander geschaltete Bleiakkumulatoren). 

Die unten beschriebenen Versuche zeigen, daB das Ver- 
fahren sich auch in dieser etwas vereinfachten Form als sehr 
brauchbar erweist. Die Fliissigkeit braucht wihrend der Elek- 
trolyse nicht geheizt zu werden. 


A. Versuche an eiweiffreien Harnen gesunder Erwachsener. 


Versuch 1. 700 ccm Harn, in dem 1 mg Bleinitrat und 
0,3 g krystallisiertes Kupfersulfat!) aufgelést waren, wurden 
mit 5 ccm 25 °/,iger Salzsiure versetzt, zunichst bei Zimmer- 
temperatur, dann bei etwa 70—80° mit Schwefelwasserstoff be- 
handelt, filtriert, das Filter zweimal gewaschen, sorgfiltig, 
unter ZuriickgieBen, mit 10 ccm siedender 25 °/,iger Salpeter- 
siure ausgezogen, mit Wasser nachgewaschen, das gesamte 
Filtrat etwas eingedampft, in eine blanke Platinschale gefiillt 
und elektrolysiert. Die Platinschale dient als Kathode, als 
Anode die Platinscheibenelektrode. Spannung = 4 Volt. Strom- 
stirke anfangs 0,4 Ampére. Dauer 5 Stunden. Die Anode 
ist dann stellenweise braun, die braunen Flecken lésen sich 
im Salpetersiure—Natriumnitritgemisch sogleich auf. Der Aus- 
zug gibt bei der oben (vgl. S. 3) beschriebenen Behandlungs- 
weise starke Bleireaktionen. 

Versuch 2. 1100 ccm Harn, in dem 1 mg Bleinitrat und 
0,3 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden mit 





1) Auch hier wurde wiederum, wie in allen iibrigen Versuchen, 
ausdriicklich festgestellt, daB die angewandten Reagenzien bleifrei waren. 
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5 ecm 25°/,iger Salzsiiure versetzt und wie in Versuch ,,1“ 
hehandelt. Der Auszug der Anode gibt starke Bleireaktionen. 

Versuch 3. 13850 ccm Harn, in dem 0,3 mg Bleinitrat 
und 0,5 g krystallisiertes Kupfersulfat geliést waren, wurden 
mit 10 com 25°/,iger Salzsiiure versetzt, mit Schwefelwasser- 
stoff wie in Versuch ,,1“ behandelt, der zweimal ausgewaschene 
Niederschlag mit einer geniigenden Menge siedender Salpeter- 
siure ausgezogen, filtriert, nachgewaschen, das Filtrat bis auf 
etwa 6 ccm eingedampft, mit gleichviel Wasser versetzt und 
wie in Versuch ,,1“ elektrolysiert. Stromstiirke anfangs 0,5 Amp. 
Dauer der Elektrolyse 16 Stunden, Stromstirke zuletzt un- 
gefihr 0,1 Ampére. Fliissigkeit dann noch stark sauer. Der 
Auszug der Anode gibt sehr deutliche Bleireaktionen, sowohl 
mit Schwefelwasserstoff als auch mit Kaliumchromat. 

Versuch 4. 1500ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
und 0,5 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden 
mit 10ccm 25°/,iger Salzsiure versetzt und weiter wie in 
Versuch ,3¢ behandelt (Fliissigkeit bei der Behandlung mit 
Schwefelwasserstoff zuletzt auf ungefihr 50° erwirmt). Dauer 
der Elektrolyse 18Stunden. Der Auszug der Anode gibt 
deutliche Bleireaktionen sowohl mit Schwefelwasserstoff als 
auch mit Kaliumchromat. 

Versuch 5. 1250ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
und 0,25 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden 
mit 10ccm 25°/,iger Salzsiure versetzt und weiter wie in 
Versuch ,,3“ behandelt. Dauer der Elektrolyse 18 Stunden. 
Stromstiirke anfangs 0,5 Ampére. Da die Fliissigkeit zuletzt 
frei von Salpetersiiure war, wurde ihr 11/,com 25 °/,iger Sal- 
petersiiure zugesetzt und noch 2 Stunden weiter elektrolysiert. 
Der Auszug der Anode gibt sehr deutliche Bleireaktionen, so- 
wohl mit Schwefelwasserstoff als auch mit Kaliumchromat. 

Versuch 6. 1500 ccm Harn, in dem 0,15 mg Bleinitrat 
und 0,25 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden 
mit 10 ccm 25°/,iger Salzsiiure versetzt, '/, Stunde lang bei 
gewohnlicher Temperatur, /, Stunde bei etwa 40° mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, bis zum nichsten Tage verschlossen 
stehen gelassen, filtriert, die Filter zweimal ausgewaschen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 14 
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Weitere Verarbeitung genau wie in Versuch ,,5“. — Der Auszug 
der Anode gibt noch deutlich die Reaktion mit Schwefelwasser. 
stoff, die Probe mit Kaliumchromat fallt dagegen negativ aus. 

Versuch 7. 2000ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat und 
0,3 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden mit 15 ccm 
25°/,iger Salzsiure versetzt und weiter wie in Versuch ,,6“ be- 
handelt. — Im Auszug der Anode lieB sich Blei nicht nachweisen. 

Versuch 8. 1500 ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
und 0,25 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden 
mit 10 ccm 25°/,iger Salzsiure versetzt und weiter wie in 
Versuch ,,4“ behandelt. Der Auszug der Anode gibt deutliche 
Bleireaktionen mit Schwefelwasserstoff und mit Kaliumchromat. 

Versuch 9. Versuch ,,8“ wiederholt. Dauer der Elektrolyse 
16 Stunden. Der Auszug der Anode gibt deutliche Bleireak- 
tionen sowohl mitSchwefelwasserstoff als auch mit Kaliumchromat 

Versuch 10. 1500 ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
und 0,4 g krystallisiertes Kupfersulfat gelést waren, wurden 
mit 10 ccm 25°/,iger Salssiure versetzt, 1/, Stunde bei ge- 
wohnlicher Temperatur, danach */, Stunde bei 40—50° mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, sofort filtriert, die Filter zweimal 
ausgewaschen, mit siedender 14°/, iger Salpetersiure ausgezogen, 
der Auszug bis auf etwa 10 ccm eingedampft, in die Platinschale 
iibergefillt, mit einigen com Wasser nachgespiilt und weiter wie in 
Versuch ,,4“ behandelt. Der Auszug der Anode gibt deutliche 
Bleireaktionen mit Schwefelwasserstoff und Kaliumchromat. 

Versuch 11. Versuch ,10“ wiederholt. Das Ergebnis 
ist dasselbe wie in Versuch ,,10“. 

Versuch 12. 1500ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
und 0,4g Kupfersulfat gelést waren, wurden mit 16ccm 
25 °/,iger Salzsiure versetzt, */, Stunden bei gewohnlicher Tempe- 
ratur, }/, Stunde bei 40 —50° mit Schwefelwasserstoff behandelt, 
nach }/,stiindigem Stehen filtriert. Die (4) Filter wurden 
nacheinander in einer kleinen Porzellanhenkelschale mit ins- 
gesamt 17ccm 10°/,iger Salpetersiiure ausgekocht, Auszug 
und Waschfliissigkeit filtriert, auf 8 ccm eingedampft, in die 
Platinschale iibergefiillt, mit 3ccm Wasser nachgespilt und 
unter Benutzung der Scheibenelektrode als Anode elektrolysiert. 
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Stromstirke anfangs 0,4 Ampére. Dauer der Elektrolyse 
20 Stunden. Reaktion der Fliissigkeit jetzt alkalisch. Der 
Auszug der Anode gibt deutliche Bleireaktion sowohl mit 
Schwefelwasserstoff als auch mit Kaliumchromat. 

Versuch 13. Versuch ,,12“ wiederholt mit der Ab- 
weichung, daB die mit Schwefelwasserstoff behandelte Flissig- 
keit erst am nichsten Tage filtriert und die beim Auskochen 
der Filter mit Salpetersiure erhaltene Fliissigkeit verdampft, 
der Kiickstand gegliilt, in 10ccm 8 °/,iger Salpetersiure unter 
rwirmen gelést und die Lésung elektrolysiert wurde. Das 
Ergebnis war das gleiche wie bei Versuch ,,12*, 

Versuch 14. 1500 ccm Harn, in dem 0,2 mg Bleinitrat 
and 0,4 g Kupfersulfat gelést waren, wurden mit 16 ccm 25 °/ iger 
Salzsiure versetzt, '/, Stunde bei gewéhnlicher Temperatur, 
‘/, Stunde bei 40—50° mit Schwefelwasserstoff behandelt, so- 
gleich unter Benutzung von 5 Trichtern filtriert. Fliissigkeit 
filtriert schnell und klar. Filter zweimal gewaschen, mit ins- 
gesamt 40ccm 10°/,iger Salpetersiure ausgekocht, nach- 
gewaschen, filtriert, Filtrat auf ungefihr 6 ccm eingedampft, 
mit ungefihr 5ccm Wasser verdiinnt und 6%/, Stunden elektro- 
lysiert. Die Fliissigkeit war noch stark sauer, das Kupfer noch 
nicht abgeschieden. Der Auszug der Anode, der sich nach 
dem Verdampfen und Lésen in Wasser bei der Priifung mit 
Schwefelwasserstoff als kaum bleihaltig erweist, wird nach Zu- 
satz weniger Tropfen Salpetersiure abgedampft, der Riickstand mit 
wenig Wasser aufgenommen, in die Platinschale zuriickgegeben 
und die Fliissigkeit nochmals 24 Stunden elektrolysiert. Sie ist 
dann nur noch sehr schwach sauer. Kupfer und Blei sind jetzt 
gut abgeschieden (auf der Anode kleine braune Flecken von 
Bleisuperoxyd). Der Auszug der Anodegibt deutliche Bleireaktion 
sowohl mit Schwefelwasserstoff als auch mit Kaliumchromat. 

Versuch 15. 1500ccm Harn, in dem 0,3 mg Bleinitrat 
und 0,4¢ Kupfersulfat gelést waren, wurden mit 15 ccm 
25°/,iger Salzsiure versetzt, '/, Stunde kalt, 20 Minuten bei 
50—60° mit Schwefelwasserstoff behandelt, am nachsten Morgen 
unter Benutzung von 4 Trichtern filtriert, die Filter zweimal 


gewaschen und mit insgesamt 12ccm 14°/,iger Salptersdure 
14* 
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nacheinander unter Ersatz des verdampfenden Wassers aus- 
gekocht und nachgewaschen. Das 15 ccm betragende Filtrat 
wurde unter Benutzung einer blanken Platinschale von un- 
gefihr 30ccm Inhalt 5 Stunden lang elektrolysiert. Strom- 
stirke antangs 0,3 Ampére, zulet.t ungefaihr 0,1 Ampére. Reak- 
tion noch stark sauer. Das Kupfer war teilweise abgeschieden. 
Im Auszug der Anode ist Blei nicht nachzuweisen. Die Fliissig- 
keit wird deshalb noch 12 Stunden elektrolysiert. Stromstirke 
anfangs wieder 0,3 Ampére. Am Ende der Elektrolyse ist die 
Flissigkeit alkalisch. Das Blei hat sich an der Anode gut 
abgeschieden (sehr deutlicher hellbrauner Belag). Der Auszug 
der Anode gibt die Bleireaktion mit Schwefelwasserstoff und 
Kaliumchromat in angemessener Stirke. 


B. Versuche an eiweiBhaltigen Harnen. 

Versuch 16. 1500 ccm Harn mit 0,3°/,,igem Kiweib- 
gehalt, in dem 0,2 mg Bleinitrat und 0,4 g Kupfersulfat ge- 
lést waren, wurden mit 16ccm 25°/,iger Salzsiiure versetzt, 
1/, Stunde kalt, 20 Minuten bei ungefahr 40—50° mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt und am nichsten Tage filtriert. Die 
Fliissigkeit filtrierte auBerordentlich langsam. Trotz Anwen- 
dung von 8 Trichtern (mit den bislang stets benutzten analy- 
tischen Filtern) erforderte die Filtration einschlieBlich des 
Nachwaschens fast drei Tage. Die Filter wurden mit ins- 
gesamt 17 ccm 10°/,iger Salpetersiure nacheinander unter 
Ersatz des verdunstenden Wassers ausgekocht und nachgewaschen. 
Das Filtrat wurde auf 8 ccm ecingeengt, in eine kleine Platin- 
schale gefiillt, mit 3 com Wasser verdiiont und unter Benutzung 
der kleinen Platinscheibenelektrode als Anode elektrolysiert. 
Stromstirke anfangs 0,5 Ampere. Dauer 16Stunden. Fliissig- 
keit ist am Ende der Elektrolyse alkalisch. Der Auszug der 
Anode gibt mit Schwefelwasserstoff keine deutliche Bleireaktion. 
Die elektrolysierte Fliissigkeit wird jetzt verdampft, der Riick- 
stand mit Salpetersiiure angesiuert, verdampft, gegliht, der 
Riickstand in 8 ccm 7,5°/,iger Salpetersiiure geléist und elek- 
trolysiert. Dauer 20 Stunden. Der Auszug der Anode, 
die, stellenweise hellbraun gefairbt ist, gibt sehr deut- 
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liche Reaktion mit Schwefelwasserstoff und eben er- 
kennbar die Probe mit Kaliumchromat. 

Versuch 17. 1500ccm Harn mit 1°/,,igem Eiwei8gehalt, 
in dem 0,2mg Bleinitrat gelést waren, wurden durch Auf- 
kochen bei sehr schwach essigsaurer Reaktion und Filtrieren 
enteiweiBt, mit einer Lésung von 0,4g Kupfersulfat in 10 ccm 
Wasser und 16 ccm 25°/,iger Salzsiure versetzt, 1/, Stunde 
kalt, 20 Minuten bei ungefahr 50—60° mit Schwefelwasserstoff 
behandelt und nach kurzem Stehen filtriert. Da das Filtrat 
auffallig stark gefiirbt und opalisierend ist (mangelhafte Aus- 
Hockung der Sulfide, wird es zuriickgegossen und erst am 
nichsten Tage filtriert. Auch jetzt lauft die Flissigkeit noch 
stark gefairbt durch die Filter und bleibt trotz mehrmaligen 
ZuriickgieBens opalisierend getriibt. Die Filtration geht bald 
nur noch sehr langsam vonstatten und nimmt einschlieBlich 
zweimaligen Auswaschens ungefahr drei Tage in Anspruch. 
Die Filter wurden mit insgesamt 16ccm 10°/,iger Salpeter- 
sdure nacheinander ausgekocht, der Auszug filtriert, eingedampft, 
gegliiht, der Riickstand mit 6ccm 10°/,iger Salpetersiure 
kochend gelést, mit 4 ccm Wasser verdiinnt und in iblicher 
Weise 11/, Stunden bei ungefihr 0,4 Ampére elektrolysiert. 
Der Auszug der Anode, die stellenweise kleine braune Flecken 
aufwies, gab deutliche Bleireaktion mit Schwefelwasserstoff 
und eben erkennbare Reaktion mit Kaliumchromat. Die Elek- 
trolyse wurde noch 3 Stunden bei 0,3—0,1 Ampére fortgesetzt. 
Der Auszug der Anode, deren Unterseite gut zur Hialfte mit 
einem hellbraunen Belag bedeckt war, gab deutliche Reaktion 
mit Schwefelwasserstoff und mit Kaliumchromat. Augenschein- 
lich war im zweiten Abschnitt der Elektrolyse reichlich so viel 
Blei abgeschieden als in den ersten 11/, Stunden. 

Versuch 18. Versuch ,,17“ wiederholt unter Benutzung 
des sehr stark eiweiBhaltigen Harnes eines Nierenkrankep. 
Der Versuch 148t sich nicht durchfiihren, da die Sulfide auch 
nach 2O0stiindigem Stehen der Fliissigkeit kolloidal gelést bleiben. 

Versuch 19. Versuch ,,18“ wiederholt. Ergebnis: wie 
bei ,,18*. 

Versuch 20. Versuch .,17“ wiederholt unter Benutzung 








































210 O. Schumm, 


eines anderen sebr stark eiweiBhaltigen Harnes. Trotz sorgfiltiger 
Koch-EnteiweiBung bleiben auch diesmal die Sulfide kolloidai 
gelést. 


Ergebnis. 


Nach dem unter ,A“ geschilderten Verfahren liBt sich 
Blei mit Sicherheit auffinden, wenn in 1?/, Litern Harn eine 
0,2 mg Bleinitrat entsprechende Menge vorhanden ist. Die 
beim Auskochen des Sulfidgemenges mit Salpetersiure erhaltene 
Lésung kann ohne weiteres elektrolysiert werden. Die Elektrolyse 
muB aber bei den hier gewahlten Versuchsbedingungen ziemlich 
lange, etwa 18 bis 20 Stunden, bei besonders hohem Salpeter- 
siuregehalt unter Umstiinden noch linger durchgefiihrt werden. 

Wenn man dagegen den salpetersauren Auszug des Sulfid- 
gemisches eindampft, den Riickstand gliht und mit einer 
maBigen Menge, 6—10ccm, siedender 10°/,iger Salpetersiure 
auflést, so braucht die Lésung zur Ahscheidung des Bleis nur 
ungefahr halb so lange elektrolysiert zu werden. | 

Schwach eiwei8haltiger Harn laBt sich unter Umstiinden 
ebenfalls ohne weiteres nach diesem Verfahren verarbeiten 

Harne mit hohem EiweiBgehalt verhielten sich verschieden. 
Von 4 Versuchen lieB sich nur einer erfolgreich durchfihren, 
obgleich die Harne in allen Fallen in derselben Art enteiweiBt 


waren. 


6. Nachweis von Blei durch Kochen des Harns mit 
Eiwei®B und Kalilauge.’) 

In seiner Abhandlung ,,Das toxische Verhalten von metal- 
lischem Blei* usw.?) auBert sich Lewin iiber diese Probe 
folgendermaBen: 

Das einfache von mir‘) angegebene Verfahren fiir den 
Bleinachweis gestattet dem Arzt leicht selbst die hierher 
gehérigen Feststellungen zu machen: Wenn EiereiweiB oder 





) L. Lewin, Deutsche Medizinalzeitung 1883. Nr. 12. Zit. nach 
L. Lewin, Das toxische Verhalten von metallischem Blei und beson- 
ders von Bleigeschossen im tierischen Kérper. Arch. fiir klin. Chirurgie 
Bd. 94, S. 966 (1911). 

2) a. a. O. Arch. fiir klin. Chirurgie. 
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tierisches Gewebe mit Natronlauge gekocht wird, so entsteht 
eine gelbe Lésung. Das Molekil des EiweiBes wird zerstért. 
Hierbei wird der Schwefel des EiweiBes frei, der sich sofort 
mit dem Natrium zu Schwefelnatrium verbindet. Befand sich 
in dem zerstérten Gewebe nur eine Spur von freiem oder an 
EiweiB gebundenem Blei, so entsteht durch Umsetzung mit 
Schwefelnatrium Schwefelblei, das sich als braunschwarze Ver- 
firbung der Fliissigkeit oder als schwarzer Niederschlag zu 
erkennen gibt. Auf diese Weise konnte ich noch 0,0U0096 g 
Bleiacetat nachweisen. Man hat da, wo Blei in metallischer 
Form vermutet wird, nur nétig, durch Salpetersiure zu lésen, 
dann Kiereiwei8 und Natronlauge im Uberschu8 hinzuzufigen 
und zu kochen. Handelt es sich um ein eiweif- und blei- 
haltiges Gewebe, so versetzt man nur mit Natronlauge und 
erhitzt. Die briunliche Fiarbung oder der schwarze Nieder- 
schlag von Bleisulfid lassen sich durch Salpetersiure zum Ver- 
schwinden bringen. Es entsteht Bleinitrat unter Abscheidung 
von Schwefel oder bei hoher Konzentration der Salpetersiiure 
unlisliches Bleisulfat. 


Ich habe das Verfahren in Versuchsreihen mit verschieden 
starkem EiweiBzusatz in der Art durchgepriift, daB das Harn- 
eiweiBgemisch mit etwa 1/, Volumen 15°/,iger Kalilauge im 
Reagenzglas aufgekocht und noch etwa 1—2 Minuten in ge- 
lindem Sieden erhalten wurde. Geeignete EiweiBmengen sind 
1?/, bis 2 ccm unverdiinntes rohes Hiihnereiwei8 auf 5—8 ccm 
Harn. Fiihrte ich die Probe so unter gleichen Versuchs- 
bedingungen') an normalem und bleihaltig gemachtem Harn 
aus, so zeigte sich noch ein deutlicher Unterschied in der 
Farbe besonders des Bodensatzes, wenn in 7 ccm Harn noch 
),03—0,04 mg Bleinitrat oder in einer Tagesmenge Harn von 
1500ccm etwa 7 mg Bleinitrat = rund 4mg Blei enthalten 
waren. Diese Probe erscheint demnach als viel zu unempfind- 
lich, um allgemein fir klinische oder toxikologische Unter- 


) Es ist natiirlich notwendig, im Vergleichsversuch mit normalem Harn 
genau die gleiche Menge EiweiB zu verwenden. Abweichender EiweiB- 
gehalt im Reaktionsgemisch ergibt ohne weiteres abweichende Farbung. 
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suchungen iiber Bleiausscheidung im Harn empfohlen werden 
zu kénnen, selbst wenn man unberiicksichtigt liBt, daB die 
Harne in solchen Fallen Eigenschaften haben kénnen, die die 
EKmpfindlichkeit der Probe noch herabsetzen. Aus dem bei 
dieser Probe entstehenden Niederschlag, den man durch Ab- 
filtrieren und Auswaschen oder durch Zentrifugieren geniigend 
rein gewinnen kann, lieB sich das Blei durch Auskochen mit 
Salpetersiiure ausziehen und in itblicher Weise kennzeichnen. 


Zusammenfassung. 

1, Aus stark salpetersauren Liésungen, die 0,3 —0,1 mg 
Bleinitrat enthalten (Verdiinnung 1:65000 bis 200000), libt 
sich das Blei bei Benutzung kleiner Platinblechelektroden 
durch Elektrolyse bei 4 Volt Spannung ziemlich gut abscheiden. 
Die Hauptmenge wird aber nicht regelmibig als Blei- 
superoxyd an der Anode abgeschieden, vielmehr ist je nach 
den besonderen Versuchsbedingungen bald die Anode, bald 
die Kathode der Ort der stirksten Abscheidung. Es empfiehlt 
sich deshalb, nach beendeter Elektrolyse sowohl die Anode 
als auch die Kathode zu priifen, besonders bei, Mengen von 
0,1 bis 0,2mg. Unter giinstigen Umstiinden li8t sich so noch 
eine 0,1 mg Bleinitrat entsprechende Menge Blei nachweisen. 
Als Anode bewihrte sich besonders die mattierte Scheiben- 
elektrode von ungefahr 3 qcem wirksamer Fliche. Als Kathode 
laBt sich statt der Platinblechelektrode auch gut eine blanke 
Platinschale verwenden. Die Dauer der Elektrolyse richtet 
sich bei gleicher Stromstirke nach der Menge der vorhandeneu 
Salpetersiiure; bei hohem Salpetersiiuregehalt muB die Elektro- 
lyse linger fortgesetzt werden. Vergleiche die Versuchsproto- 
kolle in Abschnitt 4, A. 

2. Bei Gegenwart gréBerer Mengen von Kalium- oder 
Natriumchlorid wird das Blei auch in einer Verdiinnung von 
nur 1:70000 aus stark salpetersaurer Lisung bei der beschrie- 
benen Versuchsanordnung an der Anode in der zum sicheren 
Nachweis geniigenden Menge nicht abgeschieden, solange die 
Chlorentwicklung noch anhalt. Setzt man die Elektrolyse sehr 
lange fort, wobei das Chlor vollstandig entweicht, so kann 
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eine leidlich befriedigende Abscheidung des Bleies eintreten. 
Vgl. Abschnitt 4, B. 

3. Wird Harn mit Salpetersiiure oder mit chlorsaurem 
Kali und Salzsiure zerstért und unter Benutzung von Platin- 
elektroden unmittelbar oder nach vorherigem EKinengen oder 
Verdiinnen elektrolysiert, so wird bei den hier eingehaltenen 
Versuchsbedingungen in geringen Mengen (in 100 ccm Harn 
0,3 mg Blei und weniger) vorhandenes Blei an der Anode 
nicht oder nur in einer zum sicheren Nachweis oft nicht aus- 
reichenden Menge abgeschieden. Die Unsicherheit dieses Ver- 
fahrens, die durch den Gehalt des Harns an Alkalichloriden 
verursacht wird, ist so groB, da8S von seiner Anwendung ab- 
geraten werden muB. Vgl. Abschnitt ,2° und ,3“. 

4. Zur Auffindung geringer Mengen von Blei (z B. einige 
Zehntelmilligramme in 1*/, Liter) im Harn eignet sich gut das 
von Meillére empfohlene Verfahren. Es hat sich mir auch 
in der etwas abgeiinderten, oben beschriebenen Ausfiihrungs- 
weise als zuverliissig erwiesen. Die dabei notwendige elektro- 
lytische 'rennung des Kupfers vom Blei gelang auch ohne 
iuBere Erwirmung gut bei Benutzung einer kleinen Platin- 
schale als Kathode und einer ,,mattierten“ oder durch K6nigs- 
wasser angeiatzten Platinscheibenelektrode von ungetihr 3 qcem 
wirksamer Fliche als Anode. Die Spannung betrug etwa 
4 Volt, die Anfangsstromstiirke etwa 0,5 Ampére. Die Dauer 
der Elektrolyse betrug 16 bis 20 (nur ausnahmsweise 24) Stunden. 
Bei normalem Harn bewiihrte sich der Zusatz von ungefibr 
l5cem 25°/ iger Salzsiure und 0,4 g Kupfersulfat auf 1/, Liter, 
Kinleiten von Schwefelwasserstoft zunichst bei gewéhnlicher 
‘Temperatur, dann bei ungefihr 40—50°, je ungefihr /, Stunde. 
Die Flissigkeit kann schon nach kurzem Stehen filtriert werden. 
Der salpetersaure Auszug des Schwefelwasserstoffniederschlages 
kann nach dem Kinengen und Verdiinnen mit Wasser ohne 
weiteres elektrolysiert werden. Fortsetzung der Elektrolyse 
bis zum Eintritt alkalischer Reaktion stérte die Abscheidung 
des Bleies nicht. — Dampft man den Auszug des Schwefel- 
wasserstoffniederschlags zur Trockne ein, gliiht ihn und nimmt 
den Riickstand mit warmer verdiinnter Salpetersiiure auf, so 
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hat man (besonders bei Benutzung von wenig HNO,, 
den Vorteil, darin die elektrolytische Abscheidung des Bleies 
in recht kurzer Zeit zu erzielen. Die Bedingungen fir der 
Verlauf der Elektrolyse sind ihnliche wie bei Versuch ,,27 und 
»28" in Abschnitt 4, C. 

5. Kin EiweiBgehalt des Harns kann den Gang des be- 
schriebenen Verfahrens stéren. Vgl. Abschnitt 5, B. 

6. UnterlaBt man den von Meillére empfohlenen Zusatz 
von Kupfersulfat zum Harn und behandelt ihn bei mibigen 
Siuregehalt mit Schwefelwasserstoff, so kann man nicht darauf 
rechnen, die unter ,,4“ genannten geringen Mengen Blei zu 
tinden. 

7. Die von L. Lewin angegebene Probe (Kochen eine- 
(semisches von Harn und HiihnereiweiB mit Kalilauge) ist zur 
Auffindung von Spuren Blei im Harn, wie sie hier in Betrache 
gezogen sind, ungeeignet. 
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Ein Mikroextraktionsapparat. 


Von 


Fritz Laquer. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologic der Universitat Frankfurt a M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Oktober 1921.) 


Die bisher tibliche Methode der Milchsiurebestimmung in 
eiweiBhaltigen Fliissigkeiten, wie sie im hiesigen Institut aus- 
gearbeitet und von Embden!) veréffentlicht worden ist, ver- 
langt die Benutzung des von Embden und Schmitz’) be- 
schriebenen Atherextraktionsapparates nach Lind. Seine An- 
wendung verbietet sich unter den augenblicklichen Verbialtnissen 
wegen des starken Verbrauchs von Ather und elektrischer 
Knergie. AuBSerdem erforderten mehrere in Angriff genommene 
Untersuchungen iiber die Milchsiurebildung in tierischen Ge- 
weben eine Methode, die es gestattet, auch wesentlich kleinere 
Milchsiuremengen als 20 mg, wie sie das bisherige Verfahren 
fir eine Bestimmung bendtigte, quantitativ zu ermitteln. 

In einer kirzlich veréffentlichten Untersuchung*) habe ich 
zusammenhingend ein Verfahren geschildert, das eine Uber- 
tragung des bisher im Institut gebriuchlichen Vorgehens auf die 
wesentlich kleinere GréBenordnung von 2 his 10 mg Milchsiure 
pro Bestimmung darstellt. Der dabei in Anwendung kommende 
Atherextraktionsapparat ist in der untenstehenden Figur ab- 


1) Embden (s. Neubauer), Abderhaldens Hdb. d. bioch. Arb.-Meth.. 
Bd. 5, S. 1254 (1912). 

*) Embden und Schmitz, ebenda, Bd. 3, 8. 931 (1910). 

*) Laquer, Diese Zeitschr., Bd. 116, 8. 169 (1921). 
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gebildet. Kr beruht auf dem schon oft, u.a. auch von Kutscher 
und Steudel’) angewandten Prinzip, durch dasselbe Rohr (c) die 
Atherdimpfe in das Extraktionsgefi® (d) einstrdémen zu lassen, 
in dem der mit der zu extrahierenden Substanz beladene Athe: 
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wieder in den Siedekolben (a) zuriickflieBt. Um jeden stérende: 
und kostspieligen Verlust von Ather auszuschlieBen, sind die 
Heiden Glasschliffe (6 und e) mit Quecksilber gedichtet, wie 
das schon verschiedentlich fir Extraktionsapparate vorgeschlagen 
worden ist (s. Kempf?). Der in dem Kihler (f) kondensierte 
und durch das Fallrohr (g) abflieBende Ather tritt in ziemlich 


1) Kutscher und Steudel, Diese Zeitschr., Bd 39, 8. 473 (1903). 
*) Kempf, Abderhaldens Hdb. d. bioch. Arb.-Meth., Bd. 1, 8. 178 
(1910). 
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groBen ‘l'ropfen am tiefsten Punkte des ExtraktionsgefiBes (d) 
aus. Da sein lichter Durchmesser nur 1,2 cm betrigt, kann 
sich der durchperlende Ather auf dem verhiltnismaiBig langen 
Wege gut mit der zu extrahierenden Substanz sitttigen. Das 
ExtraktionsgefiB (d) kann bis 2 cm unterhalb des Abgangs des 
AbfluBrohres (c) gefiillt werden und faBt dann etwa 7 com 
Mliissigkeit. 

Sehr empfehlenswert ist es, iiber das Extraktionsgefab 
eiaen Lichtschutz aus federndem Eisenblech zu schieben, um 
stérende photodynamische Wirkungen auf die Milchsiure aus- 
zuschalten. 

Der Apparat wird von der Firma F. u. M. Lautenschliger 
in Frankfurt a. M. hergestellt. Er wurde bisher nur zur Ex- 
traktion von Milchsiiure aus organischen Fliissigkeiten benutzt, 
nachdem sie vorher mit Salzsiure und Sublimat nach Schenck 
enteiweiBt worden waren. Dabei betriigt die Extraktionsdauer 
infolge des ungiinstigen Verteilungskoeffizienten der Milchsiure 
zwischen Ather und Wasser, der, wie Ohlsson}) festgestellt 
hat, auch nach Sittigung mit Ammonsulfat nur 0,3 betrigt, 
20 bis 30 Stunden. Sie ist aber kiirzer als bei dem an sich 
vollkommeneren rotierenden Extraktionsapparat nach Lind, 
da bei meinem Modell anniihernd ebenso viel Ather nur 3 bis 
6 com Fliissigkeit zu extrahieren hat, gegeniiber 100 bis 
150 com in dem groBen Apparate. 

Auch bei der Mikrobestimmung anderer_ iitherloslicher 
Substanzen diirfte der kleine Apparat gute Dienste leisten. 


’) Ohlsson, Skand. Arch. Physiol., Bd. 33, 5. 231 (1916). 
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Uber die Auffindung von Aldol im Diabetikerharn. . 


Von 
Robert Fricke. 


(Aus der medizinischen Universitétsklinik in GieBen [Prof. V oit}.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1921.) 


In einer voraufgehenden Arbeit’) hatte ich gezeigt, wie 
man Aldol, 


0 
CH, -CHOH-CH, - cg ; 
H 


dessen Auffindung im Diabetikerharn als ev. Bindeglied zwischen 
dem von Stepp und Feulgen’) gefundenen Acetaldehyd 
und der #-Oxybuttersiure von groBer Bedeutung sein mubte, 
analytisch zu erfassen und zu erkennen vermag. Auch hatte 
ich schon iiber einige Versuche an Diabetikerharnmengen von 
je 10—15 Litern zur Isolierung des ev. vorhandenen Aldols 
berichtet und war zu dem Ergebnis gelangt, daB Aldo] in 
gréBeren Mengen, die etwa denen des vorhandenen Acetaldehyds 
vergleichbar waren, sicher nicht im Diabetikerhbarn vorlag. 
Doch konnte die Anwesenheit sehr kleiner Aldolmengen wahr- 
scheinlich gemacht werden. 

Inzwischen ist es mir nun gelungen, durch Verarbeitung 
gréBerer Mengen sauren*) Harns von Diabetikern, wobei mig- 
lichst schwere Fille bevorzugt wurden, die Anwesenheit von 


1) Zs. f. physiol. Chem. Bd. 116, S. 129 (1921). 

2) Zs. f. physiol. Chem. Bd. 114, S. 301 (1921). 

*) Nur saurer Harn konnte hier verwandt werden, da bei schwach 
alkalischer Reaktion sich sowieso aus Acetaldehyd durch Kondensation 
zweier Molekiile Aldol bildet. 
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allerdings sehr geringen Mengen Aldol im Diabetikerharn so 
gut wie einwandfrei nachzuweisen. 


Bei der Hauptversuchsreihe wurden 54 Liter sauren 
Diabetikerharns von meist sehr schweren Fallen’) in der in 
der voraufgehenden Arbeit beschriebenen Weise mit Wasser- 
dampf destilliert, wobei die tibergehenden, den bei Siedehitze 
aus Aldol sich bildenden Crotonaldehyd enthaltenden Destillate 
(jedesmal '/,, der verwandten Harnmenge) in mit einigen 
Tropfen Essigsiure versetzten Vorlagen aufgefangen wurden. 
Die Destillate wurden zusammengegeben und redestilliert, bis 
schlieBlich die ganzen Destillationsprodukte in einem Volum 
von 75 ccm Filiissigkeit vereinigt waren. Zu diesen 75 ccm 
warden 0,3 g Dimedon’), gelést in 3 ccm 80°/,igem Alkohol, 
zugegeben und die Lésung dann iiber Nacht in zugekorkter 
Flasche bei Zimmertemperatur stehen gelassen, um dem 
Kondensationsprodukt zwischen Aldehyd und Dimedon Zeit zur 
Bildung zu génnen. Am nichsten Tage wurde durch Ein- 
engung auf dem Wasserbade zuniichst der Hauptteil der groBen 
in der Fliissigkeit vorhandenen Acetonmenge ausgetrieben.’) 
Dabei fiel ein geringer weiBer Niederschlag aus, der griBten- 
teils auf der Oberfliche der Fliissigkeit schwamm. Er wurde 
abfiltriert. Das Filtrat wurde dann weiter auf dem Wasser- 
bade bis zur Trockne abgedampft. Der verbleibende Riick- 
stand wurde mit wenig 80°/,igem Alkohol aufgenommen und 
die resultierende Lésung mit Wasser wieder bis auf 75 ccm 


1) 2 Fille, von denen etwa 15 Liter unter den 54 Litern waren, 
schieden 8 bis 10 g Azeton pro Tag aus. Aber auch simtliche anderen 
Fille waren starke Azetonuriker. Die ganzen 54 Liter konnten durch 
die Liebenswiirdigkeit der Herren Geheimrat v. Noorden und Lampé 
direkt in deren Frankfurter Privatklinik von unserer Laborantin Fri. 
E. Rehnelt frisch abdestilliert werden, wofiir ich auch an dieser Stelle 
meinen besten Dank zum Ausdruck bringen michte. 

*) = Dimethylhydroresorein. Fiir alles Nihere siehe die vorauf- 
gehende Arbeit. Zs. f. physiol. Chem. Bd. 116, S. 129 (1921). 

8) Ein Durchleiten von CO, zwecks Austreibung des Acetons schien 
mir hier wegen einer ev. nicht geniigenden Indifferenz der CO, den 
kleinen vorhandenen Substanzmengen gegeniiber nicht ritlich. 






































Snoldanmisen | abektamty aapemiamonsan 





Sa SE RTT Sate aT: Dale AG SR alae aa, 5a pean es PO ee RO TA IR ES Ss a ia as oe St Oe 
rector mpreipatangiin Shp Soe a asta ta tendon ar naa tae Shy 
were Sade ; aan rare eo guabsdacen TS ae Se oe, 
ao Si ES a eee 








et 
PREY 








220 Robert Fricke, 


verdiinnt.') Sie zeigte auf Kochsalzzusatz nach lingereim 
Stehen bei Zimmertemperatur wohl eine weiBliche Triibung, 
lieB aber keinen abfiltrierbaren Niederschlag mehr fallen. 

Der bereits abfiltrierte Niederschlag wurde mit wenig 
Ligroin ausgezogen, um etwa vorhandenes ,,Acetaldomedon**) 
zu entfernen®), der verbleibende Riickstand dann mit einigen 
Tropfen 80°/,igen Alkohols aufgenommen und durch vor- 
sichtigen Wasserzusatz umkrystallisiert. Nach dem Abfiltrieren 
und Trocknen tiber CaCl, zeigte die Substanz einen Schmelz- 
punkt von 175°, also den Schmelzpunkt, den M P. Neumann 
fir das frisch ausgefillte ,Crotonmedon“*) gefunden hatte 5, 
wihrend der Schmelzpunkt des aus Weingeist umkrystallisierten 
,»Crotonmedons“ 183° betrigt. Der Schmelzpunkt unserer 
Substanz wurde durch Auflésen in Alkohol (80 °/, ig) und grobes 
Wiederausfallen mit Wasser kaum mehr veriindert. Zu wirklich 
exaktem Umkrystallisieren war die Substanzmenge hier schon 
zu gering. Es muBte deshalb nach weiteren Kriterien fiir die 
Identitat des Stoffes mit ,Crotonmedon“ gesucht werden. Als 
ein solches erwies sich die Kisenchloridreaktion. 

Die auBer ,Crotonmedon* noch in der Nihe von 175° 
schmelzenden, bisher bekannten Aldehyddimedonkondensations- 
produkte sind die Verbindungen des Dimedons mit®): Akrolein 
(183°), Glyoxal(175°), Paraoxybenzaldehyd(183—184°), Dimethyl- 
amidobenzaldehyd (186°), Formaldehyd (187—188°), Benzaldehyd 
(193°), Zimtaldehyd (193—196°) Alle diese Verbindungen geben 





1) Um ein Mitausfallen von Dimedon zu verhiiten, das bei Zimmer- 
temperatur zu etwa 0,4 in 100,0 Wasser léslich ist. Bei der zuerst ab- 
filtrierten, auf dem Wasserbade ausgefallenen Portion war diese Gefahr 
kaum vorhanden, da Dimedon bei nahezu 100° im Verhiltnis 0,1 : 3,0 
sich in Wasser lost. 

*) = ,,Acetaldehyddimedon“ oder richtiger: Anhydroacetaldehyd- 
bisdimethylhydroresorcin. Niheres siehe R. Fricke, a.a. O. 

8) R. Fricke, a. a. O. S. 137. 

4) = Anhydrocrotonaldehydbisdimethylhydroresorcin. Niheres siehe 
R. Fricke, a. a. O. 

5) M. P. Neumann, Dissertation. Leipzig, S. 41 (1906). 

6) M. P. Neumann, a.a.0.; H. Volkholz, Dissertation. Haile 
(1902); C. Ihle, Dissertation. Halle (1902). 
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nun, wie iiberhaupt die meisten Aldehyddimedonprodukte 
und auch das Dimedon selbst, in alkoholischer Liésung mit 
Kisenchlorid intensive Farbreaktionen, ,,Crotonmedon“ tut das 
nicht.) 

Unsere Substanz, in einigen Tropfen 80°/,igem Alkohol 
gelést, gab mit einem Tropfen FeCl,-Lésung keine Farb- 
reaktion. 

Aber auch ganz abgesehen davon war das Erscheinen der 
oben aufgezihlten Aldehyde im Harn und seinen Wasser- 
dampfdestillaten aus den verschiedensten, hier nicht naher auf- 
zufiihrenden Griinden unwahrscheinlich. Aldolmedon (Schmelz- 
punkt 170—1%2°)?) war nach der verwandten Darstellungsweise 
der vorliegenden Substanz wegen der Unbestindigkeit von Aldol 
bei 100° auszuschlieBen. 

Gegen ,,Glyoxaldimedon* speziell konnte unsere Substanz 
noch durch ihre leichte Léslichkeit in Benzol abgegrenzt 
werden, in welchem Lésungsmittel sich ersteres fast gar 
nicht lést.*) 

Aus dem Ligroinauszug (s. 0.) wurde durch Abdampfen 
auf dem Wasserbade das Ligroin ausgetrieben, der Riickstand 
mit etwas 80°/, igem Alkohol aufgenommen und mit Wasser 
ausgefillt. Der Niederschlag zeigte nach dem Trocknen einen 
Schmelzpunkt von 165°, bestand also auch sicher zum gréBten 
Teil nicht aus ,Acetaldomedon“ (139°) oder gar ,,Furfurol- 
medon* (148—150°)*), sondern aus Crotonmedon, das, wie 
friiher schon gezeigt®), auch etwas in Ligroin sich lést. 

Die ganze aus 54 Litern Harn so gewonnene Menge 
Crotonmedon betrug wenige Milligramme, zu denen noch einige 
in den Mutterlaugen verbliebene Milligramme zuzurechnen sind. 





1) ,Aldolmedon“ gibt mit FeCl, auch nur eine ganz schwache 
Farbreaktion (leicht rotbraun). 

2) R. Fricke, a. a. O. 

5) M. P. Neumann, a.a. QO. &. 43. 

*) H. Volkholz, a.a.O., ,,Acetaldomedon“ und ,,Furfurolmedon“ 
sind in Ligroin gut léslich, Dimedon selbst (Schmelzpunkt 150°) auch 
sehr schlecht. (R. Fricke, a. a. O.) 

5) R. Fricke, a. a. QO. S. 139. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 15 
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Als Crotonaldehyd ist nach den Aquivalentgewichten wieder 
nur etwa ein Viertel dieser Mengen zu rechnen.?) 

Weiter wurde aus 51 Litern Diabetikerharn von leichteren 
Killen in entsprechender Weise eine in Ligroin schwer lésliche 
Dimedonfillung vom Schmelzp. 173° gewonnen, die ebenfalls 
mit Fe(l, keine Farbreaktion gab, aber zur weiteren Reinigung 
durch Umkrystallisation erst recht zu gering war. 

Acetaldehyd wurde hier in den Destillaten nicht oder fast 
nicht gefunden, da die Vorlage nicht eisgekihlt war und das 
vom Kihler kommende Rohr nicht in der Vorlage in eine 
Hliissigkeitssiule eintauchte. Natiirlich ist es bei Vorschaltung 
eisgekiihlter Vorlagen, in denen das vom Kihler kommende 
Rohr tief in eisgekiihltes Wasser taucht, auch durch Wasserdampf- 
destillation méglich, den Acetaldehyd aus dem Diabetikerharn 
zu gewinnen.’”) 

Es konnte somit also der Nachweis erbracht 
werden, daB sich aus saurem Diabetikerharn durch 
Wasserdampfdestillation in minimalen Mengen Cro- 
tonaldehyd gewinnen laBt, der seinen Ursprung woh! 
nur aus in dem Harn enthaltenen, ebenso minimalen 
Spuren Aldol haben kann; denn zu der Annahme, dab 
fertiger Crotonaldehyd im Diabetikerharn vorhanden sein sollte, 
fehlt vorliufig jede Veranlassung. Die gefundenen Mengen 
sind aber zu gering, um aus ihnen einen Zusammenhang 
zwischen Acetaldehyd und f-Oxybuttersiure iiber die Stufe 
des Aldols zu konstruieren, oder auch nur Aldol als Vorstufe 
der #-Oxybuttersiure unbedingt anzunehmen, da die Synthese 
so geringer Aldolmengen auch bei saurer Reaktion erst im 
Harn aus dem darin vorhandenen Acetaldehyd méglich sein 





1) Zu bedenken ist aber hierbei noch, daB sich aus Aldol beim Er- 
hitzen nicht quantitativ Crotonaldehyd, sondern auch andere Produkte, 
vor allem auch Acetaldehyd bilden. (Vgl. hieritber auch: Wurtz, Compt. 
rend. 87; 45 (1878); Me. Leod, Am. Chem. Journ. 37; 31 (1907); Grignard 
u. Reif, Bull. Soc. chim. France [4] 1; 116 (1907); Wurtz, Compt. rend. 
97; 1525 (1883). 

*) Wie in einer nachfolgenden Veréffentlichung noch gezeigt 
werden wird. 
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kann.') Zu denken ist aber jedenfalls an die Méglichkeit obiger 
Zusammenhinuge, vor allem auch, da Friedmann?) nachgewiesen 
hat, daB Acetaldehyd die Acetessigsiurebildung in der Leber 
steigert. Vielleicht wird Aldol im Organismus nur besser ver- 
brannt als die anderen Acetonkérper, von denen fiir Aceton 
and # Oxybuttersiure durch Schwarz *) nachgewiesen ist, dab 
sie relativ schlecht verbrannt werden. Ein etwa im Blute vor- 
handenes Aldol wiirde dann also schnell zu #-Oxybuttersiure 
verbrannt, woriiber Versuche mit iiberlebendem Organ wertvolle 
Aufschliisse geben werden. 

Acetal.lehyd wird, wie Reizenstein gezeigt hat‘), sonder- 
barerweise auch nicht so gut verbrannt, wie man es von diesem 
sehr reaktionsfihigen Stoff erwarten sollte. Stets erscheinen 
ganze Prozente der jeweils eingespritzten Mengen im Harn. 


1) Alkaliacetat und auch Salzsiure kénnen solche Wirkungen ent- 
falten, besonders auch eine direkte Bildung von Crotonaldehyd aus 
Acetaldehyd u. U. herbeifiihren. (Niheres siehe: Beilstein, Handbuch 
d. org. Chemie. 4. Aufl. 5. 728 u. 824.) 

*) Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol. 11; 202 (1908). 

3) Arch. fiir exper. Pathol. u. Pharm. 40; S. 168 u. 185 (1898). 

‘) Dissertation Wiirzburg 1894. 


GieBen, den 18. Oktober 1921. 
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Eine ,,ekoppelte* Nucleinsiure aus Pankreas. 


Von 


Einar Hammarsten und Erik Jorpes. 
If. Mitteilung. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm. 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1921.) 


In einer friiheren Mitteilung') hat der eine von uns ge- 
zeigt, daB eine Nucleinsiure aus Pankreas hergestellt werden 
kann, die bei alkalischer Hydrolyse in das Natriumsalz der 
Guanylsiure und einen pentosehaltigen Rest gespalten wird. 
Gleichzeitig mit dieser Untersuchung erschien eine vorliiufige 
Mitteilung von R. Feulgen*) iiber eine Nucleinsiiure aus 
Pankreas, von ihm ,,guanylnucleinsiiure* genannt, die ebenfalls 
bei alkalischer Hydrolyse das Natriumsalz der Guanylsiiure 
abspaltete. Feulgen zog aus seinen Resultaten die Schluf- 
folgerung, daB in dieser Nucleinsiure ein Molekiil Guanylsiiure 
mit einem Molekiile gewéhnlicher Nucleinsiiure vereinigt war. 

Die Nucleinsiure von Feulgen scheint indessen nicht mit 
der von Hammarsten in anderer Weise hergestellten Nuclein- 
siiure identisch zu sein, indem diese ein gréBeres Verhiltnis 
Guanin: Adenin zeigt, und, wie wir jetzt gefunden haben, nach 
alkalischer Hydrolyse der Rest nach vollstindigem Entfernen 
der freigemachten Guanylsiiure noch immer einen bedeutenden 
Gehalt an Pentose hat und von Purinbasen nur noch Adenin 
enthalt. Dieses Resultat scheint uns von einem gewissen 
Interesse fiir die Auffassung von der Art der Bindung der 





1) Diese Zs. Bd. 109. 


7; Diese Zs. Bd. 108. 
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Guanylsiure in Pankreas zu sein, und wir haben uns deshalb 


zu einer Publikation entschlossen, obgleich unsre Untersuchung 


auf einem vorbereitenden Stadium unterbrochen werden muBte, 
und sie wahrscheinlich nicht zu Ende gefiihrt werden wird. 


Experimenteller Teil. 

Ungefihr 40 g von dem Ca-Na-Salz der zusammengesetzten 
Nucleinsiure!) wurden nach der in der ersten Mitteilung be- 
schriebenen Methode aus Pankreas hergestellt. 

Bei der Analyse der lufttrockenen Substanz wurde gefunden: 
0,1151 g verbrauchten 15,3 cemn/14,04n. HCl (Kjeldahl) = 13,29°/,N 








0,0986 ¢ “ 1 a a ce = 13.349), N 

Mittel 13,32°/,N 

0,3264 ¢ gaben 0,0821 g Mg,P,0, (Woy) ...... = %7,01%9%,P 

0,3176¢ , 0,0792¢  ,, a 

Mittel 6,93 °/, P 

1,585 g gaben 0,3374 g Phloroglucid (Tollens) . . = 21,98°/, Pentose. 
Gefunden: . = 1,91. =e = 1,65. 


Diese Werte stimmen gut mit den friiher gefundenen 
iiberein. 

Ungefabr 30g von der Substanz wurden in 500 ccm 
2°/,iger Natronlauge gelést. Der Stickstoffgehalt wurde in 
zwei Proben ermittelt. Die ganze Fliissigkeit enthielt danach 
4324 mg Stickstoff. Die alkalische Lésung wurde 20 Mi- 
nuten in strémendem Wasserdampf erhitzt und dann von einer 
geringen Menge dunkelgefarbten Substanz abfiltriert. Das Filtrat 
wurde nach dem Erkalten mit Essigsiure zu schwach alkali- 
scher Reaktion gegen Lackmus versetzt und mittels Ventilator 
auf dem Wasserbade auf 100 ccm eingeengt. Nach 24-stiindigem 
Stehen bei 0° wurde das Natriumsalz der Guanylsiiure ab- 
zentrifugiert, mit U°iger 20°/, iger Natriumacetatlésung in der 
Zentrifuge gewaschen, in heiBer 20 °/, iger Natriumacetat gelést, 
nach 24 Stunden abzentrifugiert, gewaschen, in Wasser gelést 
und die Lésung mit Alkohol gefillt. Die Fallung wurde mit 
Alkohol und Ather getrocknet. Gewicht, lufttrocken, 8,4 g. 


1) Diese Zs. Bd. 109, S. 141. 
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0,1144 g verbrauchten 17,01 cem n/14,04 HCl = 14,87°/, N 








0,1113 g a eee 
0,1118 g ie ee e 
Mittel 14,93 °/, N 
0,3842 g gaben 0,0923 g Mg.P,0, . . = 669°. P 
0,3658¢ , 0,0892g , ...-.. = 6,19%P 
03254¢ , 0,070g ., ..... = 668% ?P 
Mittel 6,72°, P 
1.0692 g gaben 0,2879 g Phloroglucid . = 27,8 °/, Pentose 
N Pentose 
P N 
Gefunden 2,22 1,86 
Berechnet 2,26 2,14 


Nach Hydrolyse von 0,5 g mit Schwefelsiure konnte eine 
reichliche Menge Guanin mit Ammoniak ausgefillt werden. 
Im Filtrate wurde durch Zusatz von ammoniakalischer Silber- 
nitratlésung nur eine fiuBerst schwache Fallung erzeugt. 

Die Substanz bestand also aus dem Natriumsalz der 
(suanylsaure. 

Simtliche Filtrate und Waschwisser von der Herstellung 
des Natriumsalzes der Guanylsiiure wurden vereinigt und mit 
der mehrfachen Menge Alkohol gefallt. Die Fallung wurde 
abzentrifugiert, in Wasser 2mal gelést und jedesmal mit 
Alkohol gefillt. Nach Trocknen mit Alkohol und Ather wog 
die Substanz (Ij 7,26 g. 

Das Filtrat von I wurde mit einem Uberschu8 an CuCl, 
versetzt. Die Fillung wurde abzentrifugiert, mit Wasser ge- 
waschen und mit Alkohol und Ather getrocknet. Gewicht luft- 
trocken (II) 9,67 ¢ 

Das Filtrat von I] wurde mit H,S von dem allergréBten 
Teil des Kupfers befreit und Filtrat und Waschwasser in 
Vakuum bei 30° bis 200 ccm eingeengt. Der Riickstand wurde 
mit CuCl,-Lésung im UberschuB versetzt und die klare Lésung 
in 2 Liter Alkohol gegossen. Die entstandene Fallung wurde 
mit Alkohol und dann mit Ather gewaschen. Gewicht luft- 
trocken (IIT) 5,02 g. 

Im Filtrate von II1 wurde der Stickstoffgehalt in zwei 
Proben bestimmt. Gefunden 185 mg N. 
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Bei der Analyse von J, IJ und III (lufttrocken) wurden 
folgende Werte erhalten: 





I. 0,1029 g verbrauchten 13,73 cem n/14,04 n. HCl = 13,34°/,N 
0,1025 g : 13,66 ,,  -» » morn nm 
Mittel 13,33 °/, N 

0,3113 g gaben 0,0677 g Mg,P,0,. . . . - . = 6,06°,P 
OSi0ic , O6le . ..i... =» ee 
0.3549 ¢ ,, 0,0788 2 mn = 6,19°, P 





Mittel  6,06°,, P 


II. 0,1426 g verbrauchten 15,36 cem n/14,04 n. HC] = 10,77°/, N 











0,1259 g ‘ 13,74 ,, > ow w= 10,91 YN 
Mitte] 10,34 °/, N 

0,3286 ¢ gaben 0,0611 g Mg,P,0,. . . . . . = 5,26%P 
0,2212¢ , 00403¢ , ...... = 508%,P 
Mittel 5,17 °/, P 

Ill. 0,1006 g verbrauchten 17,16 cem n/14,04 n. HC] = 7,12°/, N 
0,1034 g i iS. © » » = Se 
Mittel 7,03°/, N 

0,2347 g gaben 0,0358 g Mg,P,0,. . . . . . = 4,25%,P 

; I Il ill 
Gefunden > 2,20 2,10 1,67. 


Samtliche Fraktionen gaben schéne Reaktionen auf Pentose. 

Da es wahrscheinlich erschien, daB I und II eine gleich- 
artige Zusammensetzung hatten, wurden sie, nachdem I in das 
Kupfersalz umgewandelt worden war, zusammen behandelt, 
wahrend JII fir sich weiter fraktioniert wurde. Die beiden 
Kupfersalze (I + 1] = A und III = B) wurden mit Wasser fein 
ausgerieben und mit H,S lange Zeit behandelt. Die CuS- 
FKallungen wurden gut ausgewaschen und die Filtrate mit 0,4 n. 
Bariumhydratlésung zu neutraler Reaktion gegen Lackmus 
versetzt. Das Barium wurde sodann quantitativ mit Schwefel- 
siure gefallt und die Filtrate mit den nach den verbrauchten 
Mengen Ba(OH),-Lésung berechneten Mengen Brucin in alko- 
holischer Lésung versetzt. In A entstand nach kurzer Zeit 
eine reichliche, in B eine spirliche verfilzte Fiallung. Die 
Fallungen wurden abgenutscht, mit Wasser gewaschen und 
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- dann zweimal durch Auflésung in heiBem Wasser um- 
krystallisiert. Die beiden Praparate waren rein weiB und 
zeigten im Mikroskop ein vertilztes Netzwerk von wohl ent- 
wickelten prismatischen Nadeln. 





Bei der Analyse wurden folgende Werte erhalten: 


Brucinsalz aus A (Gewicht lufttrocken: 14,54 g). 


0,1956 g verbrauchten 17,84 ccm n/14,04 n. HCl = 9,12°/,N 
0,1842 ¢ . 16,638 , 4» + 9» = 9,08%,N 
Mittel 9,08 °/, N 





0,4999 g gaben 0,0416 g Mg,P,O0,. . . . . . = 2,32% P 
0,4940 g 0,0402 g - ce os » wR 
0,4895 0,0399 g = 2,27 P 


0,4956 o& 


0,0400 ¢ 


2,2 °/, P 








Mittel = 2,28%/, P 


In zwei Versuchen wurde das Praparat in sodaalkalischer 
Wasserlésung mehrmals mit Chloroform ausgeschiittelt. Der 
Stickstoffgehalt wurde dann in der Wasser- (a) und Chloroform- 
fraktion (b) bestimmt. Die gefundenen Stickstoffwerte wurden 
in Prozenten auf die lufttrockene Substanz umgerechnet. 


0,1896 g verbrauchten a) 9,12 cem n/14,04 n. HCl = 4,81°/, N 





b) 7,95 ,, » oy oy”) 4,19 9% N 
0,1925 g¢ a) 9,41 ,, ogy 4,89 /, N 
b) 8,19 ,, 1» ow 425 YN 
Mittel: N als Brucin = 4,22 /, 
N ” Rest = 4,85 lo . 
0,7885 g gaben') 0,0654 g Phloroglucid . . . . = 9,11°/) Pentose 
0,7615 ¢ 0,0603 g 2 »'s « « « = 8,75 °%, Pentose 
Mittel = 8.93 °/, Pentose 
Gefunden Berechnet fiir das Brucinsalz 
der Guanylsiure 
\f 
nee”) 3,98 4,07 
N 
— 2.13 2,26 
> ' 
ee 1,84 214 
N (a) 





') Nach dem Entfernen vom Brucin wie oben beschrieben. 
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0,1890 g verbrauchten 16,44 cem n/14,04 n. HCl = 8,70°/, N 
0,2132 ¢ = 18,32 ,, - i hea = 8.59 °/, N 

Mittel = 8,65 °/, N 
0,5879 g gaben 0,0488 g Mg.P,0, ...... =2,37%,P 
0,5186¢ ,, 0,0421¢ ,, ———— 

Mittel = 2,28°/, P 
0,2035 g verbrauchten a) 8,95 cem n/14,04 n. HCl = 4,40°/, N 








—-_,. .« « . ——aeee 
0,2158 ¢ ” a) 9,50 ,, ” ”» 9 = 4,40 °l, N 
b) 9,30 ,, ” ”» 9 = 4,31°/, N 


Mittel: N als Brucin = 434°/, 

N ,, Rest = 4,409,. 
0,7505 g gaben’) 0,0471 g Phloroglucid . . . . = 7,09°/, Pentose 
0,58388¢ , 0,0358¢ a _ . . = 7,14, Pent se 
Mittel = 7,12 °/, Pentose 





pO 1,98 
Pentose 
eee wm ES 
N (a) 


4g von dem schwerléslichen Salze aus A wurden durch 
Ausschiittelung mit Chloroform aus sodaalkalischer Lésung vom 
Brucin befreit und die wisserige Liésung mit Schwefelsiure 
hydrolysiert. Nach Ausfallung als Silbersalz und Umwandlung 
in Chlorid wurde das Guanin aus 100 ccm Fliissigkeit durch 
Zusatz von Ammoniak zu 3°/, ausgefallt. Die Fallung zeigte 
alle Kigenschaften des Guanins. Im Filtrate erzeugte ammo- 
niakalische Silbernitratlésung eine kaum merkbare Fiallung. 

Das Brucinsalz aus A bestand also aus dem Brucinsalz 
der Guanylsiure, das aus B wahrscheinlich ebenso, obgleich 
nicht so rein. 

Von den urspriinglich in Arbeit genommenen 4324 mg 
Stickstoff waren also etwa 2135 mg N als Guanylsaure isoliert 
worden, daB heibt, daB der Guanylsiurestickstoff jedenfalls 
nicht viel weniger als die Hilfte des Stickstoffgehaltes der 
zusammengesetzten Nucleinsiure ausmachte. 


 -——---— 


1) Nach dem Entfernen yon Brucin wie oben beschrieben. 


Schwerlésliches Brucinsalz aus B (Gewicht lufttrocken: 4,00 g). 
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Die ungefarbten Filtrate von dem Brucinsalze der 
Guanylsiiure wurden vereinigt und in Vakuum zur Trockne 
gebracht. Der Riickstand hatte eine etwas gelbliche Farbe 
und zeigte unter dem Mikroskop prismatische Krystalle. Gewicht 
lufttrocken 28,72 g. Die Substanz war duBerst leicht léslich 
in kaltem Wasser und Alkohol, sehr schwer léslich in Benzol. 


Bei der Analyse wurden folgende Werte erhalten: 
0,0993 g verbrauchten 6,68 cem n/14,04 n. HC] = 6,73°/, N 





0,0816 4 5,48, > ogy 872°, N 
Mittel = 6,73°/, N 

0,2092 ¢ i a) 2,95 cem n/14,04 n. HCl = 1,41°/, N 
b) 10,86. < - . =e 

0,2058 ¢ i a) 2.88 ,, go i 
b) 10,80 ,, oe yy re a 


Mittel: 5,22 °/, (N als Brucin) 
1,40 °/, (N als Rest) 











0,4778 g gaben 0,0144 g Mg,P,0, . . . . . . =0,84%, P 
0,4284¢ , 0,0140¢_ ,, +s alse ae? 
Mittel = 0,87°/, P 
2,0712 g gaben 0,0484 g Phloroglucid . . . . . == 2,63°/, Pentose 
3,5164¢ ,, 0,0629 g ‘i - » « « « 33 1,87%, Pentose 
Mittel = 2,30°/, Pentose 
so = 1,61. “aoe = 1,64. 


Ks ergibt sich unmittelbar, daB aus diesen Resultaten eine ein- 
fache Auflésung der Zusammensetzung unméglich ist. Der 
Brucingehalt ist erstaunlich hoch und dies macht ja auch die 


Analyseresultate unsicher. Das Verhiiltnis = = 1,61 entspricht 


am nichsten —s zum Beispiel einem Adenin-Uracilnucleotid. 


Damit stimmt aber garnicht das gefundene Verhiltnis Pen- 
tose: Stickstoff = 1,63 (Ber. 2 Pentose: 7 Stickstoff = 3,05) und 
es liegt dann nahe, eine Mischung von Guanylsiiure und einen 
Hexosetetranucleotid anzunelhmen. 22 g von der Substanz 
wurden deshalb in Wasser gelést und das Brucin in oben be- 
schriebener Weise mit Chloroform entfernt. Die alkalische 
Wasserlésung, die 308 mg Stickstoff enthielt, wurde mit 















Eine ,,gekoppelte“ Nucleinséiure aus Pankreas. 231 


Schwefelsiure zu 10 Vol.°/, versetzt und 5 Stunden in stré- 
mendem Wasserdampf gehalten. Die Purinbasen wurden als 
Silberverbindungen ausgefallt, diese in die Chloride umgewandelt 
and die salzsaure Lésung im Vakuum zur Trockne eingedampft. 
Nach Auflésung des Riickstandes in Wasser wurde nochmals 
eingedampft, in Wasser zu etwas weniger als 50 ccm geldst, 
die warme Lésung mit Ammoniak zu 3 vol. °/, versetzt, und im 
geschlossenen Kolben aufbewahbrt. Nach 24 Stunden war die 
gelbgefarbte Fliissigkeit véllig klar, ohne die Spur einer Fallung 
zu zeigen. 10ccm wurden vorsichtig auf dem Wasserbade 
zur Trockne eingedampft. Mit dem festen Riickstand wurde 
die Xanthinreaktion mit negativem Resultate ausgefiihrt. Aus 
dem Rest der ammoniakalischen Lésung wurde in iblicher 
Weise Adeninpikrat hergestellt. Schmelzpunkt 282° (Bloc. Maq.}. 
Die 22g Substanz enthielten 0,5064 g Pentose. Das 
macht 0,509 g Guanin oder 1 °/, Guanin in der ammoniakalischen 
Lésung, wenn die Pentose als Guanylsiiure vorhanden gewesen 
wire. Die Léslichkeit des Guanins in 3°/, igem Ammoniak 
betragt ja aber nicht mehr als etwa 0,019°/,, weshalb die 
ammoniakalische Lésung wohl nicht wesentlich mehr als 0,01 g 
Guanin hatte enthalten kénnen, was 4,6 mg Stickstoff als 
Guanylsiure oder 13,8 mg als gewéhnliches Tetranucleotid in 
den 308 mg Stickstoff entsprechen wiirde. Ein so geringer 
Gehalt an ,,Thymonucleinsiure‘ wiirde das Verhiltnis Pen- 
tose: Stickstoff nicht sehr viel beeinflussen kénnen, und die 
eventuelle geringe Verunreinigung mit Guanylsiiure kann den 
Pentosegehalt des Priparates gar nicht erkliren. Jedenfalls 
ist eine sorgfaltige Fraktionierung und Reinigung dieses leicht 
léslichen Brucinsalzes, wozu wir leider das Material vermissen, 
erforderlich, um mehr eindeutige Resultate zu bekommen. 
Wir meinen doch gezeigt zu haben, daB eine Nucleinsiure 
aus Pankreas hergestellt werden kann, die bei alkalischer Hydro- 
lyse zerfallt in Guanylséure und eine Substanz, die Pentose und, 
mit groBer Wahrscheinlichkeit als einzige Purinbase, Adenin 
enthalt. In dieser letzten Hinsicht stimmt diese Substanz mit 
einer von Feulgen’) in einer ersten Mitteilung beschriebenen 


1) Diese Zs. Bd. 88, S. 370. 
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guaninfreien Nucleinsiure iiberein. Der Kintritt einer Hydro- 
lyse bei Erwirmung der von uns untersuchten, zusammen- 
gesetzten Nucleinsiure mit Alkali, wobei saure Bindungen frei 
werden, und der Gehalt an Pentose auch nach Entfernung der 
Guanylsiiure scheinen uns auf gewisse Ahnlichkeiten dieser 
zusammengesetzten Nucleinsiure mit der Hefenucleinsiure zu 
zeigen. Die Entstehung von sauren Affinitaéten bei der alka- 
lischen Hydrolyse und von dem pentosehaltigen guaninfreien 
Rest kann ja offenbar nicht auf Hydrolyse von intramolekularen 
Bindungen in einer Nucleinsiiure vom Typus der echten her- 
rihren. Denn eine Thymonucleinsiure, die bei streng neutraler 
Reaktion und bei 0° hergestellt ist, zeigt, wenn sie mit Natron- 
lauge oder mit Natriumacetat erwirmt wird, keine Steigerung 
der Wasserstoffionenkonzentration, und die Nucleinsiure scheint 
nach dieser Behandlung nur in Bezug auf den ,,physikalischen“ 
Zustand verindert worden zu sein, indem eine Gelatinierung 
unter Dehydratation und Agglutination von den vorher nicht 
sichtbaren kolloiden Partikeln eintritt.") 

Wahrscheinlicher als eine Lisung von Bindungen zwischen 
Guanylsiure und Thymonucleinsiure bei alkalischer Hydrolyse 
scheint uns deshalb eine Auflésung von Bindungen zwischen 
Guanylsiure und einem guaninfreien pentosehaltigen Rest zu 
sein, ein Vorgang, der fir Hefenucleinsiure charakteristisch 
ist. Das Vorkommen einer geringen Menge von Hexose in unsrer 
zusammengesetzten Nucleinsiiure”) kénnte jedoch auf das Vor- 
handensein von Thymonucleinsiure, die ja nach verschiedenen 
Autoren im Pankreas vorkommt, hinweisen. Ob sie in unsrer 
Nucleinsiure vorkommt und in dem Falle, ob als Verunreinigung 
oder in anderer Weise, dariiber kénnen wir natiirlich keine 
Meinung haben. 





1) Aus einer noch nicht publizierten Untersuchung tiber physi- 
kalische Eigenschaften von Nucleinsiiureverbindungen, die seit einem 
Jahre am hiesigen Laboratorium im Gange ist. 

>} ae: U, 














Uber Invertase von Mucor racemosus. 
Von 


S. Kostytschew und P. Eliasberg. 


‘Der Redaktion zugegangon am 1. November 1921.) 


Unter allen Mucorarten ist, wie bekannt, nur Mucor 
racemosus imstande Rohrzucker zu invertieren.') Im Verlaufe 
von unseren Untersuchungen iiber die alkoholische Girung der 
Mucoraceen haben wir eine unerwartete Beobachtung ge- 
macht: es ergab sich, daB nur Rasse Mucor racemosus — 
Invertase enthilt, indes Mucor racemosus + gar keine In- 
version des Rohrzuckers bewirkt. Die wird u. a. durch folgende 
Veruche erliutert. 


Eine sterilisierte Lésung von Rohrzucker in 100 ccm 
Hefenextrakt wurde mit einer reinen Kultur von Mucor 
racemosus-+ geimpft. Nach 4 Tagen wurde eine Probe ent- 
nommen und Zuckerbestimmungen nach G. Bertrand ergaben 
folgende Resultate. 


Invertzucker nach Inversion mit 0,5°/,iger HO] . . 9,00 °%, 
'Traubenzucker vor der Inversion . . . . . . . . 0,865 *) 
Demnach Rohrzucker vor der Inversion . . . . . 1,78 


Kine ausgewachsene Pilzkultur hat also nicht die geringste 
Menge von Rohrzucker im Verlaufe von 3 Tagen invertiert. 

In einem anderen Versuche wurden polarimetrische Be- 
stimmungen ausgefiihrt. Die Nahrlésung enthielt in 100 ccm 


') E. Hansen, Meddel. Carlsberg Laborat. Bd. 2, 8. 143 (1888). 
2) Hefenextrakte enthalten immer eine geringe Menge von Trauben- 
wucker. 
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auBer Rohrzucker nur Mineralsalze und zwar: 0,3 °/, Ammonium- 
nitrat 0,1°/, eiubasisches Kaliumphosphat, 0,1 °/, Magnesium- 
sulfat und Spur Ferrosulfat. Auf dieser Lésung wurden zwei 
parallele Kulturen und zwar eine Kultur von Mucor race- 
mosus — und eine andere von Mucor racemosus+ ge- 
zogen. 


1. Mucor racemosus +. 


Drehung der Lésung nach 5 Tagen. . . . . + 7,82° 
” ” ” » 8 ” + + 8 oe EB 
Trockengewicht des Myceliums ..... . 0,035 g. 


Auch in diesem Versuche hat also nicht die geringste 
Inversion von Rohrzucker stattgefunden. Die Entwicklung der 
Pilzflocken ist nur darauf zuriickzufiihren, daB bei der Sterili- 
sation in schwach saurer Lésung (die saure Reaktion wurde 
durch einbasisches Phosphat bedingt) eine geringe Menge von 
Invertzucker entstand. Eine andere Kultur von derselben Rasse, 
die gleichzeitig auf Traubenzucker geziichtet wurde, erreichte 
ein Trockengewicht von 0,356 g. 


2. Mucor racemosus —. 


Drehung der Liésung nach 3 Tagen . . . . +6,15° 
+ % 5 ss 5 3° ° ' . . ai 2,14° 
2 2 o i ££ & “kar ae 


Diese Rasse hat also die Gesamtmenge von Rohrzucker 
invertiert und viel Invertzucker verbraucht. 


In anderen Versuchen wurde Rohrzuckerlésung bei genau 
neutraler Reaktion sterilisiert. Diese Versuche ergaben sehr 
scharfe Resultate: die Entwicklung von Mucor racemosus — 
war immer sehr iippig, indes Mucor racemosus + sich ent- 
weder gar nicht entwickelte, oder in Gestalt von kaum merk- 
baren Flocken in der Fliissigkeit suspendiert war. Es scheint 
also, daB® Saccharosekulturen als Hilfsmittel fiir Trennung 
beider Rassen in den ersten Stadien ihrer Entwicklung mit 
Erfolg verwendet werden kénnen. 


Die hier beschriebenen Resultate sind in der Beziehung 
beachtenswert, daB zwei Pilzrassen, die morphologisch absolut 
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nicht zu unterscheiden sind, ganz prignante physiologische 
Unterschiede zeigten. Friiher haben wir auBerdem dargetan, 
daB beide Rassen auch in betreff der alkoholischen Girung 
und der vitalen Oxydation merkbare Unterschiede aufweisen. 
Bei physiologschen Versuchen mit Mucoraceen muB man 
also immer darauf Acht geben, welche Rasse als Versuchs- 
objekt dient. 


St. Petersburg, Universitat, Planzenphysiol. Laboratorium. 














Zur Physiologie der ,,Polyamylosen® I. 
Von 


Hans Pringsheim und Karl 0. Miiller. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat serlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1921.) 


Als Polyamylosen wurden vor kurzem') die durch den 
Bacillus macerans aus Starke gewonnenen krystallisierten Zucker 
und deren auf chemischen Wege erhaltenen Depolymerisations- 
produkte*) bezeichnet. Die Rolle, welche diese Kérperklasse 
im Aufbau der Starke und des Glykogens*) spielen diirfte, im 
besonderen die Annahme, daB sich das Molekiil der genannten 
hochmolekularen Polysaccharide aus polymeren Amylosegrund- 
komplexen‘), speziell der Diamylose®), zusammensetzt, legt den 
Gedanken nahe, auch auf die physiologische Beziehung dieser 
Koérperklasse zum Starke- und Glykogenauf- und abbau ein- 
zugehen. Wiahrend wir friiher keine Hydrolyse der Poly- 
amylosen durch die spezifischen Starke und Glykogen spalten- 
den Fermente, die man als Amylasen zusammenfaBt, fest- 
stellen konnten, haben soeben Karrer, Nigeli, Hurwitz 





) H.Pringsheim u. W. Persch, Chem. Ber. Bd. 54, Dezember- 
heft (1921). 

*) F.Schardinger, Zbl. f. Bakt, 11. Abt. Bd. 14, S. 772 (1905); 
Bd. 19, S. 161 (1907); Bd. 22, S. 98 (1909); Bd. 29, S. 188 (1911); H. Prings- 
heim und Langhans, Chem Ber. Bd, 45, S. 2533 (1912); H. Prings- 
heim u. Eissler, Chem. Ber. Bd. 46, S. 2959 (1913); Bd. 47, 8S. 2565 
(1914). 

5) H. Pringsheim u. St. Lichtenstein, Chem. Ber. Bd. 49, 
S. 364 (1916). oa 

4) H. Pringsheim u. Eissler, a. a. O.; H. Pringsheim, Die 
jlandw. Versuchsstation 1914, 8.267; Die Naturwissenschaften Bd. 3, 
S. 95 (1915); Die Polysaccharide. Julius Springer, Berlin 1919. 

‘) Karrer u. Nigeli, Helv. acta chimica Bd. 4, 8. 263 (1921). 
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und Walti') die Spaltung der Tetra- und Diamylose durch 
neutralisierten Pankreassaft nachgewiesen und sehr wahr- 
scheinlich gemacht, daB hierbei Maltose gebildet wird. Dagegen 
blieb das Ferment auf Hexamylose wirkungslos. 

Unser Ziel ist, die Rolle der Polyamylosen beim Stirke- 
und Glykogenaufbau zu erforschen. Fiir den Stairkeaufbau, 
der uns zuerst beschiftigte, kam methodisch die Bildung der 
Stirke in durch Verdunklung stirkefrei gemachten Chloro- 
plasten in Frage. 


Diese Methode hat bei verschiedenen Pflanzen positive Resultate 
ergeben. So fand Bohm?) auf 20°/,iger Rohrzuckerlésung nach 24 Std. 
Stirkebildung bei Bliittern von Phaseolus multifiorus. Arthur Meyer® 
stellte fest, daB Glukose bei Fraxinus ornus, Fruktose und Rohrzucker 
bei Beta vulgaris und Galaktose bei Silene inflata in 10°/,iger Lésung 
bei entstiirkten Blittern Stiirkebildung im Dunkeln hervorrufen kénnen. 
Die gleiche Fiihigkeit kommt auch dem Mannit bei verschiedenen 
Oleaceen zu, bei denen Mannit auch unter natiirlichen Bedingungen in 
den Blittern zu finden ist. Erythrit gab dagegen ein negatives Resultat 
wihrend Glycerin bei Cacalia suiveolens Stiirkebildung hervorrief. 
Negative Resultate ergaben Trioxymethylen wie citronen- und apfelsaure 
Salze. Schimper‘) beobachtete bei Hydrocharis morsus ranae Stiirke- 
bildung aus Glucose. Nach Klebs®) ruft Glycerin bei Zygnema sp. 
Stirkebildung hervor, Glucose jedoch nur in Gegenwart von 0,1 %, 
Eisenweinstein in der Lisung. Positiv waren ferner die Versuche von 
Saposchnikoff*) bei Hyacintus, Tulipa usw. mit Rohrzucker und die) 
von Nadson’) bei zahlreichen Phanerogamenblittern und Keimlingen 
mit Rohrzucker, Glucose, Milechzucker und Glycerin. Inulin war in 
allen Fillen ohne Wirkung. Bei Spirogyra sp. wirkten Saccharose, 
Glucose und Glycerin positiv, Inulin negativ. Abhnliche Resultate erhielt 
Acton’), wihrend Laurent®*) bei Verwendung von Apfelsiiure, Citronen- 
siure, Pepton, Acetcn, Amiden und Glucosiden negative Ergebnisse 
erzielte. 


1) Hely. acta chimica Bd. 4, 8S. 678 (1921). 
2) Bot. Ztg. 1882, S. 35. 
8) Bot. Ztg. 1886, S. 81. 
4) Bot. Ztg. 1885, S. 757. 
5) Untersuchungen aus dem bot. Inst. zu Tiibingen Bd. 2, 8S. 538 
(1886). 
8) Ber d. Deutsch. bot. Gesellsch. 7, S. 258 (1889). 
?) Bot. Zbl. Bd. 42, 8. 48 (1890). 
8) Bot. Zbl. Bd. 44, S. 224 (1890). 
®) Bull. de la Soe. roy. de Bot. de Belgique Bd. 26, S. 243 (1888). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 16 
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Uns diente als Versuchsobjekt Spirogyra dubia. Um ent- 
stirkte Faden zu erhalten, wurden die Spirogyren im Dunkeln 
gehalten, wobei als Kulturfliissigkeit Leitungswasser benutzt 
wurde. Nach 8—11 Tagen waren die Faden gewohnlich ent- 
stirkt. Zusatz von Niahrsalzen zur Kulturfliissigkeit be- 
schleunigte den Entstiirkungsvorgang nicht. Da sich auch 
wihrend der Verdunklung die einzelnen Zellen teilten, die 
spiralig an die Zellwand angelegten Chorophyllbinder dagegen 
keine dementsprechende Verlingerung erfuhren, so zeigten die 
entstiirkten Spirogyrafiiden ein verindertes Aussehen: die 
Chlorophyllbinder besaBen nur noch 2—3 Umgiinge, wihrend 
bei einem unter natiirlichen Bedingungen gewachsenen Faden 
5—8 Umgiinge festzustellen sind; ebenso waren die Windungen 
um vieles flacher. 

Derartig entstirkte Faden wurden in die zu _priifende 
Lésung eingetragen und in die Dunkelkammer gebracht, Die 
Kulturen blieben gewohnlich 5 Tage im Dunkeln. Vom zweiten 
Tage ab wurden in Abstinden von 24—48 Stunden den Kulturen 
einige Faden entnommen und mit einer wiBrigen Jod—Jod- 
kaliumlésung auf Starke gepriift. 

Die Resultate sind in der nachstehenden Tabelle ver- 
zeichnet. Bei Maltose, Cellobiose und Lactose haben wir uns 
durch die empfindliche Osazonreaktion davon iiberzeugt, dab 
nicht etwa in der Kulturfliissigkeit durch Infektion eine Spaltung 
in Monosaccharide erfolgt war. In der Hitze unldsliches 
Glucosazon konnte nicht beobachtet werden. Natiirlich kann 
dadurch kein Beweis gegen die Annahme erbracht werden, 
daB eine Hydrolyse zu Monosacchariden etwa im Zellinnern 
stattgefunden hatte, und die Starkebildung von diesen aus- 
gegangen war. Bei den Polyamylosen bewies schon das Aus- 
bleiben der Reduktion gegen Fehlingsche Lésung, daB keine 
Hydrolyse eingetreten war. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, waren die Polyamylosen 
bei unserem Versuchsobjekt zur Stirkebildung ungeeignet. 
Die sonstigen Ergebnisse stimmen mit den frither in der 
Literatur angegebenen iiberein. AufSer den Monosacchariden 
war unter den Kohlehydraten die zur Starke in naher Be- 
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Tabelle. 
: — 
»e 
BZ | 20%] 10% | 5% [2,5 %Jy]0,2%>] 0,1 %, 
32 
issigsaures Calcium ; 
3uttersaures Calcium a 
Milchsaures Calcium 2a ioe : 
Weinsaures Calcium = @ te = 
Citronensaures Calcium ® ee a 
Jalciumbimalat ug” Ses 
{sosacharinsaur. Calcium — 
Schleimsaure, neutralis. ; 
mit Natriumearbonat — Vi- 9 
Zuckersiure, neutralis. ? ; 
mit Natriumearbonat - “VEY 
Gluconsaures Calcium . ET 
Bernsteinsaures Calcium nse 
Methylalkohol . - i _ 
Athylalkokol on 5 
Glycerin . i O 
Amylalkohol “a 
Amylacetat . ms 
Mannit ste, I at 
Dulcit _ 
Glucose ‘ns & 4. 
Kructose . + © a 2 
Galaktose ie EE, 
Maltose nge Chae, 
Cellobiose ion 
Lactose . = tie 
i a ‘oh 
Tetraamylose ° ~ 
Triamylose . - 
Hexaamylose -- 
Erklirungen: 
++ = Reichliche Stirkebildung vorhanden. 
+ = Stirkebildung vorhanden. 
+— = Ungewib. z 
— = Keine Stirkebildung. 
® = Bei fast allen Zellen Plasmolyse eingetreten. 
Oo = 
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Nur bei einem Teil der Zellen Plasmolyse eingetreten. 









































240 Hans Pringsheim und Karl] O, Miller, Zur Physiologie usw. 


ziehung stehenden Maltose als Stirkebildner geeignet. Das 
Glycerin hat sich wieder als geeignet erwiesen. Die Zucker- 
alkohole waren fiir Spirogyra keine Stirkebildner. Ihre Eig- 
nung ist offenbar auf die Pflanzen beschrankt, in denen sie natiir- 
licherweise vorhanden sind, und auf die sie wie z. B. dic 
Oleaceen auf Mannit!), die Rosaceen auf Sorbit?) und Adonis 
vernalis auf Adonit*) spezifisch eingestelit sind. 

Trotz dieser negativen Resultate halten wir die Frage 
der Eignung der Polyamylosen zur Stirkebildung durchaus 
nicht fiir abgeschlossen. Andere Objekte oder andere noch 
undurchsichtige Bedingungen mégen noch positive Resultate 
zulassen. 


1) Arthur Meyer, a.a. O. 
2) Treboux, Ber. d. Deutsch. bot. Gesellsch. Bd. 27, S. 507 (1909). 
%) Treboux, Ber. d. Deutsch. bot. Gesellsch. Bd. 27, 5. 428 (1909). 











Uber einige weitere Erfahrungen bei der Benutzung der 
 oulbermethode* zur Bestimmung von Acetaldehyd, iber 
ihre Verwendbarkeit zur Bestimmung anderer Aldehyde, 
sowie tiber einen angenehmen Modus der Anreicherung 
von Acetaldehyd und anderen leicht fliichtigen Substanzen 
aus Kérperfliissigkeiten. 
Von 
Robert Fricke. 


(Aus der Medizinischen Universildtsklinik in Giefen |Prof. Voit].) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. November 1921.) 


I. Zur ,Ammoniak-Silbermethode“ der Bestimmung von Acet- 
aldehyd. 


In einer vorausgehenden Arbeit von Stepp und Fricke?) 
war gezeigt worden, wie die bekannte Tollenssche Reaktion 
auf Aldehyde zu handhaben ist, um sie zu einer quantitativen 
Methode zur Bestimmung von Acetaldehyd umzugestalten. Bei 
vielfacher Anwendung dieser ,,Silbermethode“ ergaben sich nun 
noch einige weitere Erfahrungen, die zur Vervollstandigung des 
vorher Mitgeteilten hier angefiihrt werden mégen. 

Zunichst zeigte sich, daB ebenso, wie bestimmt die Ver- 
wendung von zu wenig Fliissigkeit, die nur in geringer Hoéhe 
den Boden des SiedegefiiBes bedeckt, (Siehe die vorige Ab- 
handlung §. 294 Anm. 3) auch die Verwendung von zu viel 
Fliissigkeit unter Umstinden von Schaden sein kann und zwar, 
wenn die Aldehydlésung dann zu sehr verdiinnt ist (z. B. 8 mg 
Aldehyd auf 3—400 com H,O). Es fallt dann das aus der 
ammoniakalischen Lésung ausgeschiedene Silber leicht in sehr 


') Diese Zs. Bd. 116, S. 298 (1921). 
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fein verteilter, kolloidaler Form aus, wobei die Lésung einen 
roten Farbenton annimmt und unverindert auch das angegebene’) 
Asbestfilter passiert. Oft gelingt es in solchem Falle durch 
kurzes nochmaliges Aufkochen, das kolloidale metallische Silber 
doch noch zur Ausflockung zu bekommen. Sollte dieses sich 
aber als nicht médglich erweisen, so empfiehlt es sich, den 
Versuch unter Verwendung einer konzentrierteren Aldehyd- 
lésung neu anzustellen. lLetztere kann aus der verdiinnteren 
ja immer durch Redestillation erhalten werden.’) 

Die Kochdauer der ammon. Silber-Aldehydlésung kann 
zweckmiBig von 2—3 Minuten auf 1 Minute verkiirzt werden. 
'/, Minute erwies sich in manchen Fallen als ungeniigend, bei 
4 Minuten machte sich schon einigemale ein leichter Fehler 
dadurch bemerkbar, daB geringe Mengen ausgefallenen Silber- 
oxydes durch das Kochen sich so fest verklumpt hatten, dai 
sie sich zu schlecht in dem nach dem Erkalten zugesetzten NH, 
wieder lésten. 

Um diese Fehlerquelle auch sonst méglichst auszuschalten, 
‘empfiehlt es sich, nach dem Kochen und Erkalten der Lésung 
mit dem zugesetzten Ammoniak nicht zu sparen. Die Liésung 
muB beim Filtrieren kriftigst danach riechen. Der Ammoniak- 
zusatz ist dann also nicht proportional der noch in der Lisung 
vorhandenen Menge Silberoxyd, sondern proportional der vor- 
liegenden Flissigkeitsmenge zu bestimmen, weil zur Liésung 
des verklumpten, ,gealterten‘*) Silberoxydes eine hohe NH,- 
Konzentration erforderlich ist. Dasselbe gilt natiirlich in be- 
sonderem MaBe fiir die Waschfliissigkeiten, zu denen jedesmal 
ruhig mebrere Tropfen konzentrierter Ammoniaklésung hinzu- 
gefiigt werden kénnen. 

Es bedarf wohl kaum einer besonderen Erwahnung, da’ 
der vor dem Kochen lingere Zeit bei Zimmertemperatur stehen 
miissende Bestimmungsansatz zweckmiBig wegen der Empfind- 





1) Stepp und Fricke a. a. O. S. 294. 

*) Uber die Ausfiihrung der Destillation siehe die vorige Abhand- 
lung (von Stepp und Fricke) urd auch diese weiter unten! 

®) Niheres iiber ,,Alterung“ siehe bei R. Fricke, Zs. Elektrochemie 
Bd. 26, 8, 143 (1920). 
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lichkeit der Silberverbindungen gegen Lichtstrahlen diese Zeit 
iiber ins Dunkle gestellt wird. 

Die Anwesenheit von Alkohol (bis zu einigen ccm in 
200-—-300 ccm Fl.) in der Bestimmungsfliissigkeit erwies sich 
als unschidlich fir die Bestimmung. 

Weiter zeigte sich, dab es bei Verwendung eines 
hohen Fraktionieraufsatzes zur quantitativen Destil- 
lation des Acetaldehydes gut geniigt, wenn nur 3/5 
des urspriinglichen Volums abdestilliert wird, Die 
Hauptsache zum Gelingen der Destillation ist eben, wie in der 
vorigen Arbeit (Stepp und Fricke) niher ausgefiihrt, die richtige 
Anwendung der richtigen Vorlagen und vorsichtiges Anheizen. 

Ich méchte nun kurz noch einmal die Vorschrift zur 
Bestimmung von Acetaldehyd durch ammon. Silberlésung im 
Zusammenhang anfiihren: 


»Man versetzt die durch Destillation’) gewonnene Lésung 
von Acetaldehyd mit einem nicht zu groBen?) UberschuB von 
1}, normal. AgNO,-Lésung, fiigt etwas weniger als die der 
Menge AgNO, entsprechende Menge '/,,-normal. Natronlauge 
zu und gibt vorsichtig Ammoniak bis zur eben eintretenden 
Lésung des ausgefallenen Silberoxydes nach. Die erhaltene 
Lésung 1iBt man in zugekorkter Flasche im Dunkeln iiber 
Nacht stehen. Am andern Tage iiberzeuge man sich, daB die 
Fliissigkeit mindestens 11/,--2 Finger breit hoch tiber dem 
Boden des betr. Kélbchens steht und fille, wenn ndtig, ent- 
weder das Fehlende mit destilliertem Wasser nach oder spiile 
die Fliissigkeit quantitativ in ein kleineres Kélbchen.*) Dann 
erhitzt man die Lisung am RiickfluBkiihler vorsichtig, bis die 
ersten aufsteigenden Blischen den baldigen Eintritt des Siedens 


') Uber die quantitative Destillation vgl. die vorige Abhandlung 
(Stepp und Fricke a.a. O, S. 296.) 

2) Je gréBer der UberschuB, desto gréBer die Gefahr des Ausfallens 
von ,,gealtertem‘ Ag,O beim Kochen. 

8) Letzteres ist natiirlich stets dann vorzuziehen, wenn durch Zusatz 
von Wasser cine zu starke Verdiinnung der Lésung (s. 0.) zu_be- 
fiirchten ist. 


sms USED pee ote : 
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anzeigen, nimmt die Flamme fiir 5 Minuten weg*) und kocht 
danach 1 Minute lang. Dann kihlt man die Lésung mit Lei- 
tungswasser ganz ab und versetzt unter Umschwenken so lange 
mit konz. Ammoniaklésung, bis die Fliissigkeit stark danach 
riecht. Darauf nutscht man durch mit Salzsiiure ausgekochten 
und gut ausgewaschenen Asbest ab und wischt dreimal mit 
stark ammoniakhaltigem Wasser nach, das man zuerst unter 
Umschwenken in das Kélbchen und von da auf die Nutsche 
gibt. Das Filtrat wird dann mit nitritfreier Salpetersiure tiber- 
siuert, mit etwas Eisenammonalaunlisung (2—5 ccm einer 
10°/, igen Lésung) versetzt und mit 3/,,-normal. Ammonium- 
rhodanidlésung gegen die urspriinglich angewandte Menge Silber- 
nitrat zuriicktitriert. Jedem Kubikzentimeter verschwundener 
1/,9-n. Silbernitratlésung entsprechen 2,2 mg Acetaldehyd. 

War die Acetaldehydlésung zu verdiinnt, so dai sich beim 
ReduktionsprozeB eine rote bis braune kolloidale Lésung von 
metallischem Ag bildete, so versuche man diese entweder durch 
nochmaliges kurzes Aufkochen zur Ausflockung zu bringen oder 
bereite sich durch Redestillation (s. 0.) eine konzentriertere 
Aldehydlésung.“ 


Ks wurde auch ein Versuch gemacht, die Methode mit 
eingestellter Silbersulfatlésung auszufiihren. Hierbei hatte man 
evtl. nach dem Kochen die ammon. Silber-Aldehydlésung ohne 
abzunutschen direkt mit H,SO, ansiuern kinnen, da hierbei 
sich wohl das Ag,O, aber nicht das ausgefallene Ag lésen sollte. 
Es zeigte sich «ber, daB das oft in sehr feiner Verteilung 
ausfallende Silber dann sich ganz betrachtlich in warmer, 
verd. H,SO, lést und so diese Ausfiihrungsform unméglich 
wird.?) 

Was die Anwendungsfaihigkeit der Methode zur Bestimmung 
anderer Aldehyde angeht, so steht diese wohl zuniichst fiir die 


1) Jetzt erst bildet sich oft ein Silberspiegel aus. Manchmal kommt 
es auch nur zu einer Ausscheidung von fein verteiltem schwarzen Silber. 
2) U. U. ist diese bequemere Ausfiihrungsform aber doch vielleicht 
méglich, wenn man nur luftfreie, d.h. vorher ausgekochte verdiinnte 
Schwefelsiiure verwendet und beim Ansiiuern mit derselben gut kilt. 
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Homologen des Acetaldehyds, soweit sie wasserléslich sind, 
auBer Frage.') Fir Crotonaldehyd, also einen ungesiattigten 
Aldehyd, wurden bei fliichtiger Priifung mit der Methode eben- 
falls befriedigende Resultate erzielt. Aldol reagierte anschei- 
nend so, als ob es zwei Aldehydgruppen enthielte, zerfiel also 
offenbar bei der Reduktion wieder seiner Entstehung gemif’ 
in zwei Molekiile Acetaldehyd.?) Zur Bestimmung von Trauben- 
zucker kann die Methode natiirlich bestimmt nicht ohne wei- 
teres empfohlen werden. Es gibt dazu zu vielerlei Oxydations- 
méglichkeiten am Glykosemolekil. Eine Nachpriifung der 
Méglichkeit dieser Bestimmung eribrigt sich vorliufig, da es 
hier an guten Bestimmungsmethoden nicht fehlt. 

Auch bei der Bestimmung solcher Aldehyde, bei denen 
man wegen eines héheren Siedepunktes nicht, wie beim Acet- 
aldehyd, ein Entweichen durch den RiickfluBkiihler zu befiirchten 
braucht, wiirde man natiirlich zweckmiBig den Hauptteil der 
Reduktion bei Zimmertemperatur vor sich gehen lassen, um 
miglichst das Ausfallen von grobem, schwer léslichen Ag,O 
durch langes Kochen zu vermeiden. 


II. Zur Anreicherung von Acetaldehyd und anderen leicht 
fiichtigen Substanzen aus Korperflissigkeiten. 


Hat man, wie in den meisten Fillen, vor der Bestimmung 
den Acetaldehyd aus gréBeren Mengen der betreffenden K6rper- 
fliissigkeit erst anzureichern, so ist dies auf dem gewéhnlichen 
Wege der einfachen Destillation ziemlich umstindlich und zeit- 
raubend, da man, um des starken Schiumens der K6rperfliis- 
sigkeiten, besonders auch des Harnes, Herr zu werden, sich 
genotigt sieht, die zu destillierende Fliissigkeit stark zu ver- 
diinnen. (Oft ist auch dies ohne Erfolg.) Bequem kommt 
man jedoch zum Ziel, wenn man statt der gewéhnlichen die 


1) Formaldehyd wiirde allerdings wohl iiber Ameisensiure bis zur 
Kohlensiiure oxydiert werden. 

*) Aldol zeigt auch sonst Tendenz, wieder in Acetaldehyd zu zer- 
fallen. So erhalt man bei der Destiilation von Aldol unter gew. Druck 
bei 85—90° zwecks Gewinnung von Crotonaldehyd je nach Art des Er- 
hitzens ganz betriichtliche Mengen von Acetaldehyd. 
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Wasserdampfdestillation verwendet. Obwohl der Acetaldehyd 
kein spezifisch mit Wasserdampf fliichtiger Kérper ist, verlaBt 
er doch infolge seiner auBerordentlichen Flichtigkeit auch 
hierbei die betreffenden Fliissigkeiten mit anderen in der Hitze 
ausgetriebenen Gasen und mit den ersten Anteilen des iiber- 
gehenden Wasserdampfes zusammen. Es geniigt zur quanti- 
tativen Abdestillation gut, wenn man dabei ca. }/,, des ur- 
spriinglichen Volumens iibergehen liBt. Da man hier aber 
kaum mit solcher Vorsicht) anheizen kann wie bei der ge- 
wohnlichen Destillation und der ganze Vorgang stiirmischer 
verliuft, sind in den beiden eisgekiihlten, waschflaschenartig 
hintereinandergeschalteten Vorlagen') auch héhere Fliissigkeits- 
siiulen (am besten je 15 cm hoch) zur Durchperlung durch die 
ausgetriebenen Gase vorzulegen oder aber noch ein dritter 
Absorptionszylinder.*”) Dadurch wieder steigt der Innendruck 
in der Apparatur sehr, so daB hier recht groBber Wert auf fest- 
sitzende und vollkommen dichte Korke zu legen ist. Gummi- 
stopfen kénnen, wie ja auch sonst bei organischen Arbeiten, 
kaum empfohlen werden. 

Wenn der Wasserdampfentwickler einmal angeheizt ist, 
verliuft eine solche Destillation sehr schnell, und man kann 
den vorschriftsmaéBig nach dem Dampfentwickler zu geneigten 
Kolben fiir jede Destillation zu gut 3/, mit vollkommen un- 
verdiinntem z. B. Harn fillen, ohne in den meisten Fillen 
durch das unangenehme Mitiibergehen von Schaum belistigt 
zu werden. Sollte dies doch einmal vorkommen, so ist es 
weiter nicht von Belang, wenn, wie in den meisten Fillen, die 
Destillate nochmals redestilliert werden, was in derselben Art 
geschehen kann. 

Dieselbe Anreicherungsmethode kann natiirlich auch fiir 
andere leicht, bzw. mit Wasserdampf fliichtige Bestandteile 
von Kérperfliissigkeiten verwandt werden. 


Minster i. Westf., den 6. November 1921. 


*) Vgl. die vorige Arbeit (Stepp und Fricke a. a. O. S. 296). 
*) Gut brauchbar ist hier auch eine geniigend weite, natiirlich auch 
eisgekiihlte Kugelréhre. 











Beitrag zur Kenntnis der Verbreitung der Urease 
in Pflanzen. 


Von 
A. Kiesel und Stud.-nat. Troitzki. 





(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1921.) 


Die Urease, welche bis jetzt mit Sicherheit nur in Pflanzen- 
objekten aufgefunden wurde, stellt ein Ferment vor, welches 
durch Einfachheit der Untersuchungsmethodik sehr fiir fer- 
mentologische Studien geeignet ist. Da Harnstoff augenschein- 
lich ein iiberall anwesendes Produkt darstelllt, indem er in 
Pflanzen als intermediires, in Tieren als endliches Stoffwechsel- 
produkt auftritt und hier und da aus Arginin durch Arginase- 
wirkung gebildet wird, muf das Interesse der Untersuchung 
der Ureasewirkung und seiner Verbreitung sehr erhéht werden. 

Nachfolgende Untersuchung soll einen Beitrag zur Kenntnis 
der Verbreitung der Urease im Pflanzenreich geben. Die 
Methodik der Anstellung der Versuche und der Bestimmungen 
war im allgemeinen dieselbe, wie sie schon friiher beschrieben 
wurde!), so daB niaihere Angaben hier umgangen werden 
kénnen. 

Es muB8 hier gleich betont werden, daB, wenn wir auch 
weiterhin iiber Fermentquantitat sprechen, so doch eher von 
verschiedener Fermentwirkung die Rede sein kann, denn ein 
quantitativer Vergleich der Fermentmenge in ungleichwertigem, 
verschiedenem Material, der eine Menge verschiedenartiger 


‘') A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 75, S. 169 (1911). 
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Beimengungen enthialt, ist nicht ausfiihrbar. Die Anwesenheit 
von Beimengungen zwingt uns zu der SchluBfolgerung, daB oft 
dieselben, nicht aber immer die verschiedenen Fermentmengen 
an der ungleichen Wirksamkeit des Fermentmaterials Schuld 
tragen kénnen.?) 

AuBer den in der Tabelle angegebenen Pflanzen, wurden 
mit negativem Resultat noch folgende Ptlanzenobjekte unter- 
sucht: innere Zwiebelschuppen von Allium Cepa, Wurzel von 
Beta vulgaris und Daucus Carota, ruhende und austreibende 
Knollen und etiolierte Sprossen dieser Knollen von Solanum 
tuberosum, Blitter und Stengel von Pelargonium zonale. Uberall 
war die Menge des abgespaltenen Ammoniaks zu gering, um 
von einer Ureasewirkung sprechen zu kénnen. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Der Kinflu8 des Trocknens wurde in den Versuchen 1, 2,3 
und 4 untersucht, wobei die Versuche mit Aspergillus die Rolle 
der Autolyse, die wohl nie beim Trocknen vermieden werden 
kann, feststellen sollten. 

Das 'Trocknen des Materials verminderte die Wirksamkeit 
der Urease. Vorhergehende Autolyse in feuchtem Raume setzte 
die Fermentwirkung stark herunter. Ob hier eine Zersetzung 
der Urease durch EHinwirkung anderer Fermente oder eine 
Inaktivierung anderer Art vorlag, wurde durch die Versuche 
nicht festgestellt. Jacoby und Sugga?) konnten keine Wir- 
kung von T'rypsin und Papayotin auf Urease von Soja hispida 
auffinden. 

Kine Schwichung der F'ermentwirkung durch Aufbewahren 
des Materials konnte fiir das V. Stadium des Reifens der 
Friichte von Angelica silvestris (Versuch 7) nachgewiesen werden, 
da die Bestimmung 2'/, Monate spiiter, als die anderen, vor- 
genommen wurde und deshalb die fiir dieses Stadium er- 





') Armstrong, Benjamin and Horton, Proc. Roy. Soc., Ser. 13, 
V. 86, No. 183588, S. 328 (1913); Weichordt u Apitzsch, Biochem. Zs. 
Bd. 90, S. 337 (1918). 

*) Biochem. Zs. Bd. 69, S. 116 (1915). 
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haltenen Zahlen in der Reihenfolge der Zahlen fiir zersetzten 
Harnstoff abweichen. Uber die Haltbarkeit der Urease finden 
wir verschiedenartige friihere Angaben. 


So gibt Annett?) fiir zermahlene Samen von Dolichos 
biflora an, daB nach 2 wéchentlichem Aufbewahren keine Urease 
mehr in denselben wirksam war. Dagegen fand Zemplen, 
daB beim Aufbewahren von Samen im Vakuum nach 6 Wochen 
die Urease unveriindert geblieben war, obgleich er im all- 
gemeinen eine Schwiichung der Ureasewirkung beim Auf- 
bewahren der Samen konstatiert. Man kénnte daraus schlieBen, 
daB Urease stark durch Wassergehalt des Materials beeinfluBt 
wird. Jedoch finden wir eine Reihe von Angaben, daB Urease 
in wiBrigen Ausziigen sehr gut in aktivem Zustande langere 
Zeit aufbewahrt werden kann?) und der wiBrige Auszug ohne 
Inaktivierung des Fermentes iiber Schwefelsiure getrocknet 
und aufbewahrt werden kann.’) 


Aus den in B (Versuch 5, 6 und 7) zusammengestellten 
Versuchen ist zu ersehen, daB bei der Reife von Samen und 
Friichten die Ureasewirkung des Materials zunimmt. Diese 
Zunahme wiirde noch viel deutlicher sein, wenn die Berechnung 
nicht auf das gleiche Gewicht, sondern auf die gleiche Anzahl 
der Samen bzw. Friichte berechnet wiire. 

In den Versuchen 8 und 9, sowie dem Versuche 11 ist 
die Ureasewirkung in griinen und etiolierten Pflanzenobjekten 
gleichen Alters und Ursprungs verglichen. Ein allgemeiner 
Schlu8 kann aus diesen Versuchen iiber Lichteinflu8 und Ein- 
flu8 besserer Nahrung auf Ureasebildung nicht gezogen werden, 
da in den untersuchten drei Fallen bald die einen, bald die 
anderen eine gréBere Ureasewirkung aufwiesen. Hier konnten 
individuelle und Altersunterschiede mitwirken. 

In den Versuchen, die die Verteilung der Urease in ver- 
schiedenen Organen der Pflanzen feststellen sollten, wurde 


1) a. a. O. 

2) Jr. Marshall, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 283 (1913), 

%) vy. Slyke u. G. E. Cullen, Jl. of Biol. Chem. Bd. 19, S. 211 
(1914); Jacoby u. Sugga, a.a. O. 
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‘ 
einstimmig ein gréBerer Ureasegehalt in Blattern im Vergleich i 
mit Stengeln und Wurzeln gefunden, wobei dieses Verhiltnis Be 


wie in griinen, so auch in etiolierten Pflanzen das gleiche war 


: (Versuch 10, 11, 12, 15, 16). th 
: Die Versuche 13, 14 und 15 zeigen uns eine VergréBe- EY 
‘ rung der Ureasewirkung nach Keimen der Samen an, wobei a 
: die Samenlappen spiiter, nach weitgehender Erschépfung der a 
: Reserven, wieder irmer an Urease werden. ag 
Zuletzt sind noch einige Angaben iiber Ureasegehalt in we 
verschiedenen Pflanzenobjekten augefuhrt. 
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Zur Frage iiber das Vorkommen von Ornithin in Pflanzen. 
Von 
Alexander Kiesel. 





(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat zu Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1921.) 


Das Ornithin ist noch nie in freiem Zustande im Kérper 
der Pflanzen und Tiere aufgefunden worden, jedoch wurde 
schon im Jahre 18771) Ornithursiure beim Verfiittern von 
Benzoesiure im Kot der Hiihner nachgewiesen. Dieser Nach- 
weis spricht augenscheinlich fiir die intermediire Bildung von 
Ornithin in deren Kérper. Ornithin in Pflanzenmaterial wurde 
bis jetzt nur von EK. Schulze?) nachgesucht, jedoch ohne Er- 
folg. E. Schulze wies dabei auf die Schwierigkeit des Ornithin- 
nachweises bei gleichzeitiger Anwesenheit von Lysin hin, be- 
stritt die Méglichkeit eines weiteren Ornithinzerfalles und kam 
endlich zum Schlu8, da8 Ornithin in Pflanzen wohl gar nicht 
gebildet wird. 

Beim Darstellen von Ornithin aus Arginin fiir einen schon 
friher von mir beschriebenen Fermentversuch*), der das 
negative Verhalten des Ornithins den im Pflanzenmaterial 
enthaltenen Fermenten gegeniiber aufwies, konnte ich die 
Beobachtung machen, daB das Ornithin lange nicht quantitativ 
durch Phosphorwolframsaure gefallt wird, wenn auch die Be- 
dingungen der Fiallung durch die Abwesenheit von einer gréBeren 
Menge von Beimengungen duBerst giinstig waren. Es schien 





1) M. Jaffé, Chem. Ber. Bd. 10, S. 1925; Bd. 11, S. 406 (1878). 

2) Diese Zs. Bd. 47, S. 507 (1906); Landw. Jahrb. Bd. 35, S. 640 
(1908). 

5) Diese Zs. Bd. 75, S. 169 (1911). 
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mir deshalb méglich, die Mi8erfolge von E. Schulze durch 
die schlechte Fallbaikeit des Ornithins mit Phosphorwolfram- 
siure auch bei gréfRerem Gehalte desselben im Pflanzen- 
material zu erkliren'), besonders da beim Ausscheiden des 
Ornithins eine zweimalige Ausfillung mit Phosphorwolfram- 
siure stattfinden muB.’) 

Uber die Fiillbarkeit des Ornithins durch Phosphor- 
wolframsiure finden wir bis jetzt nur sehr unbestimmte An- 
gaben. Schulze uud Winterstein’) wiesen auf die Fall- 
barkeit des Ornithins schon aus sehr verdiinnten Lésungen 
hin, wobei der Niederschlag in heiBem Wasser ziemlich léslich 
ist und beim Erkalten in Gestalt von diinnen lichtbrechenden 
Nadeln wieder erscheint.4) Beim Besprechen der Méglichkeit 


einer Arginasewirkung in weiBen Lupinen, finden Schulze 
und Castoro*) ein Argument gegen die Beteiligung der 
Arginase darin, daB Ornithin durch Phosphorwolframsaure ge- 
fallt werden miBte. O. Riesser®) weist auf eine allmihliche 
Ausfallung des Ornithins durch Phosphorwolframsiure hin, 
wobei die Ausfillung krystallinisch ist. Kossel und Weiss 
konnten mir eine persdnliche Angabe machen, daB Ornithin 


1) a.a.O., S.176 u. 185. 

2) Uber die Léslichkeit der Phosphorwolframate vgl. Kossel, Diese 
Zs. Bd. 25, S. 182 (1898); Kossel u. Kutscher, a. a. O. Bd. 31, S. 178 
(1900); G. Wetzel, a.a.O. Bd. 29, S. 402 (1900); Kutscher, a.a. O. 
Bd. 31, S. 215 (1900); Schulze u. Winterstein, a a, O. Bd. 33, 8. 550 
(1901); Giimbel, Hofm. Beitr. Bd. 5, H. 5/6 (1904); Schulze, Landw. 
Vers.-Stat. Bd. 59, S. 338 (1904); Schulze u. Castoro, Diese Zs. Bd. 41, 
S. 459 (1904); Kossel u. Pringle, a.a.O. Bd. 49, S. 307 (1906) u. a. 
Uber entgegengesetze Angaben vgl. Hausmann, a. a. O. Bd. 27, S. 95 
(1899); Bd. 29, S. 136 (1900); Osborne, Leavenworth and Braut- 
lecht, Jl. of Physiol. Bd. 23, S. 180 u. 182 (1908); Osborne u. Harris, 
Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 25, S. 323 (1903). Uber EinfluB von Bei- 
mengungen vgl. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 80, S. 221, 222 u. 230 
(1912); W. Gulewitsch, a. a. O. Bd. 87, S. 9 (1913). 
| 3) Diese Zs. Bd. 34, S. 132 (1901). 

4) Daselbst iiber Lysinphosphorwolframat, Arginin vgl. Schulze 
u. Steiger, Chem. Ber. Bd. 19, S. 1177 (1886). 

5) Diese Zs. Bd. 43, S. 170 (1904). 

%) Diese Zs. Bd. 49, S. 238 (1906). 
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zu seiner besseren Ausscheidung einige Zeit beansprucht und 
daB Ornithin in den zuletzt sich bildenden Niederschligen 
mit K zusammen enthalten ist; jedoch dachten sie nicht an 
die Méglichkeit einer schlechten Fiallbarkeit des Ornithins,’) 

Die genannten Angaben iiber die Fiallbarkeit des Ornithins 
finden wir bei W. Thompson.?) Bei Zugabe von 0,5 g essig- 
sauren Ornithins zu 1U0 ccm Harn konnte Thompson kein 
Ornithin durch Fallung mit Phosphorwolf:amsiure und Pikrin- 
siure zuriickgewinnen. Das Zuriickgewinnen gelang bei Zuzabe 
von 1,5 g salpetersauren Ornithins zu der gleichen Menge Harns. 

Mit diesen Angaben wire alles, was wir iiber die Fiall- 
barkeit des Ornithins durch Phosphorwolframnsiure wissen, er- 
schépft. 

Um nihere Kenntnis iiber die Ornithinfillung zu ge- 
winnen und die Frage von dem Nichtauffinden des Ornithins 
in Pflanzen mehr ins Klare zu bringen, wurden von mir einige 
Versuche mit reinen Ornithinpraparaten angestellt. Diese Ver- 
suche soilten die Bedingungen zum besten Ausfillen des 
Ornithins feststellen und zugleich die Verluste anzeigen, mit 
denen man bei der Ornithinausscheidung aus Pflanzenmaterial 
zu rechuen hat. 

Das zu den Versuchen nétige Ornithin wurde aus Arginin 
durch fermentative Einwirkung der Arginase teilweise von 
Kalbsleber, teilweise von Weizenkeimen dargestellt, Das un- 
yerbrauchte Arginin wurde durch das Silberverfahren eutfernt 
und das gebildete Ornithin in das Carbonat ibergefiihrt. 
Letzteres wurde teilweise durch Zugabe von Alkohol zu einer 
sirupdsen Lésung in Gestalt von kleinen Krystallen erhalten %), 


1) Diese Zs. Bd. 60, S. 314 (1909). 

*) Jl. of Physiol. Bd. 33, S. 118 (1905). 

3) Somit wurde hier das Ornithincarbonat von mir zum ersten Male 
krystallinisch dargestellt. Das Auskrystallisieren geschieht nur bei héchst 
reinen Priparaten und ist leicht auszufiihren durch vorsichtigen Zusatz 
von Alkohol zu einer konzentrieiten Lésung des Carbunats. Das 
krystallinische Carbonat wurde nach Einwirkung von Arginase aus 
Weizenkeimen, Ausfillen der Basen durch Phosphorwolframsiure und 
nachfolgender Trennung des Arginins yom Ornithin durch dag Silber- 
barytverfahren erhalten. 
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teilweise in das Acetat iibergefiihrt und dieses durch Zugabe 
von Alkohol auskrystallisiert. Die Identifikation wurde durch 
Stickstoffbestimmung und bei Acetat auBerdem durch Schmelz- 
punktsbestimmung (161°)') vorgenommen. 

Die unten angegebenen Zahlen sind durch N-Bestimmung 
nach’ Kjeldahl erhalten. Dabei wurde immer ein aliquoter 
moglichst groBer Teil des Filtrats von den Fiallungen nach 
Kjeldahl behandelt und das Resultat zur Bequemlichkeit auf 
das ganze Fliissigkeitsvolum umgerechnet. 


A. Fiallung dureh Phosphorwolframsiiure. 


I. EinfluB der Konzentration. 
1. Versuch. 


Hiir jede Bestimmung wurden 0,2319 g Ornithinacetat, 
5 °/, Schwefelsiure und 3 g Phosphorwolframsiure gebraucht. 
Die Fallung wurde nach 25 stiindigem Stehen abfiltriert. 











Flissigkeits- Ornithin nicht gefillt 
volum g N im Filtrat SE rarnemnenen sure cae sieht BSE 
ccm g Verhiltnis 
25 0,0034 0,0162 | 1 
50 0,0058 0,0274 1,7 
100 0,0114 0,0539 | 3,3 
200 0,0271 0,1279 1,9 








Im letzten Versuch bildete sich beim EKintragen von Phos- 
phorwolframsiure zuerst keine Fallung. Beim Stehen schied 
sich das Ornithinphosphorwolframat in Gestalt von hellen 
Prismen ab. 


2. Versuch. 


Fiir jede Bestimmung wurden 0,2757 g Ornithinacetat, 
5°), Schwefelsiure und 6 g Phosphorwolframsiure gebraucht. 
‘Der Niederschlag wurde nach 48 stiindigem Stehen abfiltriert. 


1} Kossel u. Weiss, Diese Zs. Bd. 59, S. 497 (1909). 
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258 Alexander Kiesel, 
Flissigkeits- Ornithin nicht gefillt 
volum g N im Filtrat | sedis testiniivitoags Oe abate 
ecm g | Verhiltnis 
25 0,0008 0,0038 ! 1 
50 0,0030 0,0141 3,7 








II. EinfluB der Dauer des Ausscheidens. 
1. Versuch. 


Ornithinacetat je 0,6067 g, Schwefelsiure 3,8°/,, Phos- 
phorwoliramsiure 3 g. Volum der Mischung 25 ccm. 








Ornithin nicht gefillt 


Dauer in Stunden 


0,5 
2 


2 


Ornithinacetat je 0,2096 g, Schwefelsiure 
phorwolframsiure 4g. Volum der Mischung 


g N im Filtrat 


0,0386 
0,0382 





g 
0,1821 
0,1802 





2. Versuch. 


2,9 °/), Phos- 
100 ccm. 








pamex ¢ N im Filtrat 
in Stunden | 

63,5 0,0101 

142 0,0077 








Ornithin nicht gefallt 

g | Verhiiltniz 
0,0478 | 1,0 
0,0363 | 0,76 


Die Dauer des Stehens beeinfluBte die Fallung nur im 
zweiten Falle stark, d. h. bei geringer Konzentration der Basen- 
lésung und Abwesenheit eines Mangels an Reagens. 


III. Einflu8 der Phosphorwolframsaéuremenge. 


Die Bestimmungen nach Kjeldahl wurden stark durch 
die groBen Mengen von Phosphorwolframsiure beeintrichtigt. 
Kine Reihe von Bestimmungen ging dabei verloren. 
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1. Versuch. 

















Ornithinacetat je 0,2319 g, Schwefelsiure 5°/,. Fliissig- - 
keitsvolum 50 ccm. Fiallung abfiltriert nach 25 stiindigem a 
Stehen. : 

Ornithin nicht gefallt E 

g Phosphor- | ., N im Filtrat | a 

wolframsiiure | Verbiiitate q 
MS 

3,0 0,0058 0,0274 | 1 a 

5,0 0,0037 0,0174 0,63 ip 

7,5 0,0021 4) 0,0100 ) 0,36 it 

2. Versuch. At 
Ornithinacetat 0,2096 g, Schwefelsiure 5°/,, Fliissigkeits- if 
volum 100 ccm. Fillung abfiltriert nach 63,5 stiindigem Stehen. a 
Ornithin nicht gefillt " 
3 bic ots ag ¢ N im Filtrat i 
woliramsaure g Verhiiltnis a 
4,0 0,0118 0,0535 | 1 
8,0 0,0088 2) 0,0414 0,74 
12,0 0,0075 0,0355 0,64 








Im letzten Falle wurde bei weiterer Zugabe des Reagens 
sogar bei lingerem Stehen keine Fallung mehr erhalten. 


3. Versuch. 
Ornithinacetat je 0,6067 g, Schwetelsiure 3,8°/,, Fliissig- 
keitsvolum 25 ccm. Niederschlag abfiltriert nach 22 stiindigem 











Stehen. 

g a . ° “41° ,o° 
Phosphor- a Ornithin nicht gefallt Ornithin gefillt 
wolfram- i 1 ER ee hbo ci aes 

siiure saaieician g Verhiiltnis g Verhiltnis 
3,0 0,0382 0,1802 1 0,2369 1 
4,5 0,0195 0,0920 0,51 0,3251 1,37 

















1) Kleine Verluste durch Ausspritzen. 
*) Mittel aus zwei Bestimmungen. 
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Aus den angefiihrten Zablen ist zu ersehen, daB auch bei 
Mangel der Reagens die Fallung nicht parallel der zugegebenen 
Phosphorwolframséuremenge zustande kommt. Mit der Ab- 
nahme des Ornithins in der Flissigkeit wird die Fiallbarkeit 


vermindert und die zur Fallung erforderliche Reagenzmenge 
gréBer. 





IV. EinfluB der Schwefelsaurekonzentration. 


1. Versuch. 


Ornithinacetat je 0,2096 g, Phosphorwolframsiiure je 4 g, 
F'liissigkeitsvolum 100 ccm. Fallung abgetrennt nach 63,5 stiin- 
digem Stehen. 














ie ae ¢ ten Wilient Ornithin ats = | 
g Verhiltnis 
1,0 0,0084 0,0395 | 1 
2,5 0,0101 0,0478 1,21 
5,0 0,0118 0,0555 | 1,40 
10,0 0,0090 0,0426 1,08 


2. Versuch. 


Ornithinacetat je 0,6067 g, Phosphorwolframsiure je 3 g, 
Flissigkeitsvolum 25 ccm. Niederschlag abfiltriert nach 22 stiin- 
digem Stehen. 





dP der g N im Filtrat Ornithin nicht gefallt 
Schwefelsiure g 

3,8 0,0382 0,1802 

1,6 0,0400 0,1887 








V. Fallung in Abwesenheit von anderen Sauren. 


Ornithincarbonat 0,2106 g, Phosphorwolframsiure 4 g, 
Pliissigkeitsvolum 100 ccm. Abfiltrieren der Fallung nach 
66 stiindigem Stehen. 

Gefunden im Filtrat 0,0043 g Stickstoff oder 0,0202 g 
Ornithin. Nachtragliche Zugabe von Schwefelsiure brachte sogar 
bei langerem Stehen der Mischung keine neue Fillung hervor. 
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VI. Fallbarkeit durch gleiche Mengen von Phosphor- 
wolframsaure. 


Phosphorwolframsiure je 3g, Schwefelsiiure 5 und 3,8 °/,. 
Volum 25 ccm. Fallung abgetrennt nach 25 und 22 stiindigem 
Stehen. 








Ornithin- x Ornithin gefiillt Ornithin nicht gefiillt 
acetat : _ 3 ie eS: 
g ae g | Verhiltnis g | Verhiltnis 
0,2319 0,0034 01432 | 1 00162 | 1 
{ } 
0,6067 , 0,0382 02369 | 1,65 0.1802 | 11,1 











Die groBe Differenz im Ornithingehalt der Fallungen kann 
nicht durch Differenz des Schwefelsiiuregehalts oder Ver- 
schiedenheit der Dauer des Stehens nach Fiallung erklart 
werden. Es muf eben ein und dieselbe Menge des Reagens 
je nach der Ornithinkonzentration verschiedene Mengen vou 
Ornithin zur Fallung bringen. 


VII. Loslichkeit der Ornithinphosphorwolframates. 


Das zum gréBten Teil deutlich krystallinische Ornithin- 
phosphorwolframat wurde sorgfailtig mit Wasser ausgewaschen 
und getrocknet. Nach seinem Verreiben zum feinen Pulver 
im Mérser wurde die Léslichkeit durch 26 stiindiges Schiitteln 
von 2 ¢ des Salzes in 50 ccm der entsprechenden Fliissigkeit 
und durch Kjeldahlbestimmung in der klaren Lésung bestimmt. 
Die erhaltenen Léislichkeitszahlen sind auf 100 ccm Fliissig- 
keit umgerechnet. 





Leg Omi- | 
g N in | thin in | Ver- 
100 cem | 100 ccm | hiltnis 


gelost 
Destilliertes Wasser . . . . .. . «| 0,0103 | 0,0485 1 
Wasser + 5°, H,SOQ, . . . .. . | 0,0134 |] 0,0631 1,8 


Wasser + 5°/, H,SO, + 5°/, Ph.-w.-siiure | 0,0070 | 0,0329 0,68 
Wasser + 5°/, Phosphorwolframsiure . . | 90,0040 | 0,0188 0,39 
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Aus den angefiihrten Bestimmungen lassen sich somit die 
eine méglichst volle Fallung des Ornithins durch Phosphor- 
wolframsaiure aus reinen Loésungen sichernden Bedingungen 
aufstellen: | 

1. Méglichst konzentrierte Lésungen des Ornithins. 2. Grober 
Uberschu8 von Phosphorwolframsiiure, wobei man keine Lésung 
des gefillten Ornithins im Reagenziiberschu8 zu_ befiirchten 
hat. 3. Méglichst neutrale Reaktion vor der Fallung. 4. Aus- 
waschen der Fiallungen nicht mit 5°/, Schwefelsiure, sondern 
mit Phosphorwolframsiure oder wenigstens einer Mischung 
beider Siuren. 5. Nicht zu beeiltes Abfiltrieren der Phosphor- 
wolframsiurefaillung, da die Fallung nur langsam zustande 
kommt. 


B. Fillbarkeit des Ornithins dureh andere Reagenzien. 


a) Silicowolframsdaure. 


Versuch 1. 


Ornithinacetat 0,2097 g, Silicowolframsiure 4g, Schwefel- 
siure 5 °/,, Fliissigkeitsvolum 100 ccm. Abtrennung des Nieder- 
schlages nach 14 tigigem Stehen. 

Der gebildete Niederschlag war sehr gering. Nach 3 maligem 
Waschen mit kleinen Mengen 5°/, Schwefelsiurelésung wurden 
im Niederschlag 0,0007 g N aufgefunden. Somit ist die Fill- 
barkeit des Ornithins durch Silicowolframsiure sehr gering. 


Versuch 2. 


Kbenso, nur ohne Ansduern mit Schwetelsiiure. Keine 
Fallung sogar bei langerem Stehen. 


b) Wolframsaure. 


Da Wolframsiure in Wasser unléslich ist, wurde zur 
Fallung eine Lésung von wolframsaurem Natrium gebraucht, 
wobei die Siure durch nachtrigliche Zugabe von Schwefel- 
siure in Freiheit gesetzt. wurde. Das Natriumwolframat allein 
ohne Ansiuern gab mit Ornithin keine Fallung. = 
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Versuch 1. 


Die nachtrigliche Zugabe der zum Freilegen der Wolfram- 
siure n6tigen berechneten Menge Schwefelsiiure ergab einen 
Niederschlag, der beim Eintragen von einem Uberschu8 von 
Schwefelsiure vermehrt wurde. 


Versuch 2. 

Ornithinacetat 0,2757 g. Natriumwolframat 2,5 g. Uber- 
schuB von Schwefelsiure 4°/,, Fliissigkeitsvolum 25 ccm. Ab- 
filtrieren der Fallung nach 18,5 Stunden. 

N im Filtrat 0,0137 g. Somit nicht ausgefallt 0,0646 ¢ 
Ornithin. Die nachtriigliche Zugabe von Phosphorwolfram- 
siure ergab die Bildung eines neuen Niederschlages. 


Versuch 38. 

Ornithinacetat und Natriumwolframat, wie in Versuch 2. 
UberschuB von Schwefelsiure 4,75°/,. Volum der Flissigkeit 
100 ccm. Abfiltrieren nach 15,5 Stunden. 

N im Filtrat 0,0142 g. Nicht gefallt 0,0670 ¢ Ornithin. 


Versuch 4. 

Ornithincarbonat 0,2106 g, Natriumwolframat 2,5 g, Uber- 
schuB8 von H,SO, 2,5°/,. Volum 100 ccm. Abfiltrieren nach 
68 stiindigem Stehen. 

N im Filtrat 0,0188 g. Somit nicht ausgefillt 0,0887 g 
Ornithin. Wie im Versuch 2, bildete sich bei nachtriglicher 
Zugabe von Phosphorwolframsaure im Filtrate eine neue Fallung, 
die aber, obgleich sie gering war, eine ziemlich groBe Menge 
dieses Reagens erforderte und sich erst allmihlich in Form 
von Krystallen abschied. 

Aus den angefiihrten Zahlen ist zu ersehen, dab die Kon- 
zentration des Ornithins wihrend der Fallung wenig auf das 
Resultat einwirkte. Wenn man in Betracht zieht, daB die 
ausgefiihrten Versuche mit relativ kleinen Mengen des Reagens 
ausgefiihrt worden waren, so ist vielleicht zu erwarten, dab 
bei gewissen Bedingungen die Wolframsiure fir Ornithin ein 
besseres Faliungsmittel darstellt, als Phosphorwolframsiure. -: 
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c) Phosphormolybdansaure. 


Das Eintragen dieses Reagens in neutrale Lisungen von 
Qrnithin ergab die Bildung einer starken Triibung, die dann 
im einen gelben Niederschlag iiberging, der beim Ansiiuern mit 
Schwefelsiure in Lésung ging. Nach 2istiindigem Stehen 
wurde der Niederschlag weniger léslich beim Ansiuern. In 
saurer Lésung der Base wurde kein Niederschlag erhalten. 


d) Stanéksches Reagens. 


Ornithincarbonat 0,1175 g, 5 ccm Reagens, Fliissigkeits- 
yolum 25 ccm, 24stiindiges Stehen, 

Der Niederschlag wurde vorsichtig mit Wasser gewaschen 
and enthielt 0,0038 g N. Da der Niederschlag eine klebrige 
Konsistenz hat, so ist vielleicht anzunehmen, daB die kleine 
Menge Stickstoff der in dem Niederschlag mechanisch zuriick- 
gehaltenen Mutterlauge angehdrt. 


e) Kaliumwismutjodid. 


Ornithincarbonat 0.2106, 5 ccm Reagens, Gesamtvolum 
der Flissigkeit 50 ccm, 92stiindiges Stehen. 

Stickstoff im Filtrat gefunden 0,0367 g. Somit nicht aus- 
gefallt 0,1732 ¢ Ornithin. Kin neues Einbringen von 10 ccm 
Reagens ergab einen Niederschlag, welcher nach 96 Stunden 
abfiltriert wurde. Im neuen Filtrat wurden 0,0353 ¢g N ge- 
funden. Somit nicht gefallt 0,1665 g Ornithin. 

Bei saurer Reaktion entstand ein Niederschlag, der augen- 
scheinlich aus Jod bestand. 


f) Kaliumquecksilberjodid. 
In neutraler Lésung kein Niederschlag. Beim Ansauern 
leichte Triibung. 
g) Cadmiumchlorid. 
Kein Niederschlag, weder in neutraler, noch in saurer 
Lésung. 





Die angefiihrten Versuche erlauben uns eine Darstellung 
aber die méglichen Verluste bei der Ornithinausscheidung aus 










































Pflianzenmaterial zu gewinnen. Dabei muB noch beriicksichtigt: 


werden, daB die nachgewiesenen Verluste hier nur die mini- 
malsten Gré8en erreichen, da nur mit reinen Ornithinpraparatew 


operiert wurde. Selbstredend muB das Entschliipfen des Orni- 


thins beim Ausfillen aus Pflanzenextrakten erheblicher sein. 


Zuerst ist das groBe Volum der bei den Ausfallunger 
gebrauchlichen Extrakte in Betracht zu ziehen. Zweitens mub 
die zweimalige Fallung mit Phosphorwolframsiaure beriicksichtigt 
werden. Das groBe Volum wird durch die Fillbarkeit nicht 
hasischer Produkte bei héherer Konzentration erfordert.’) 


Hochst wesentlich und fir eine Ornithinausscheidung wenig 
passend ist das iibliche Verfahren beim Ausfillen von Basen: 
die Phosphorwolframsiiure wird dabei nur solange zugesetzt, 
als sich augenblicklich oder in ganz kurzer Zeit Niederschlige 
bilden?), da sonst die Gefahr der héchst hinderlichen gréBeren 
K-Ausfallungen®:, die Mitfallung nicht basischer Stoffe, sowie 
die Gefahr der Auflésung des schon gebildeten Niederschlages 
im Uberschu8 des Reagens‘) entstehen soll. Letztere Gefahr 


1) E. Drechsel, Ber. Verh. Kgl. sichs. Ges. d. Wiss., Leipzig, 
math.-nat Kl Bd. 44, S. 121 (1892); S. Hedin, Diese Zs. Bd. 25, 8. 346 
(1898); A. Kossel u. F. Kutscher, a. a. O. Bd. 31, S. 182 (1900); 
F. Kutscher, a. a. O. S. 215; G. Wetzel, a. a. O. Bd. 29, S. 403 (1900); 
EK. Schulze u. E, Winterstein, a,a.O, Bd. 33, 8.547 u. 574 (1901); 
Bd. 35, 8. 210 (1902); E. Winterstein, a. a. O. Bd. 34, §. 153 (1901); 
M. Barber, Mon-H. fiir Chemie Bd. 27, S. 379 (1906); Sitzber. Math.- 
nat. Kl. Akad. d. Wiss., Wien, Bd. 115, IIb, S. 207 (1906); P. Levene 
u. W. Beatty, Diese Zs. Bd. 47, S. 149 (1906); José de Seixas Palma, 
unveréffentl. Angaben, von A. Kossel mir zur Verfiigung gestellt; 
Zd. Skraup, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 25, S. 633 (1904); Bd. 26, S. 243, 
1343 u. 1351 (1905); A. Adensamer u. Ph. Hoernes, a.a. QO. Bd. 26, 
S. 1217 (1905). : 

*) F. Kutscher, Diese Zs, Bd. 31, S. 218 (1900); E. Schulze, 
a. a. O. Bd.17, S. 201 (1892); Landw. Jahrb. Bd. 21, S. 108 (1892); 
Kutscher u. Lohmann, Diese Zs. Bd. 39, S. 161 (1908). 

6) E. Schulze, Diese Zs. Bd. 17, S. 201 Anm. 1 (1892). 

*) L. Brieger, Uber Ptomaine, I, I]. III 1885—86; E. Lippmann, 
Chem. Ber. Bd 29, S. 2645 (1896); F. Kutscher, Diese Zs. Bd. 31, 
8. 218 (1900); E. Schulze u. E. Winterstein, a. a. 0. Bd. 35, S. 210 
(1902); W. Bissegger, Dissert., Ziirich 1907, S. 54 u. a. 
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lieBe sich jedoch leicht dadurch verhiiten, daB man die ent- 
standenen Niederschlige sukzessiv abtiltriert und dann eine 
weitere Zugabe des Reagens vornimmt, wie ich es schon friiher ') 
vorgeschlagen habe. 

Da ich keine Lésung des Ornithinphosphorwolframats im 
Uberschu8 von Phosphorwolframsiure nachweisen konnte, einen 
UberschuB die Fallung fordernd fand und dieser Befund mit 
den Angaben fiir Hexonbasen von Osborne und Harris?) in 
Ubereinstimmung ist, so wire damit eine Abinderung der 
Methodik des Ausfillens gegeben. 

Aus allen hier angefiihrten Angaben wire somit zu schlieBen, 
daB das Ornithin bis jetzt in Pflanzenobjekten wohl nur durch 
Mangelhaftigkeit der Methodik nicht aufgefunden wurde, da es 
leicht beim Ausfallen durch Phosphorwolframsiure dieser 
Fillung entschliipft. Dieses Entschliipfen wire sogar bei einem 
so erfahrenen Forscher, wie E. Schulze, méglich gewesen, wenn 
tatsiichlich dabei das Ornithin in nicht unbetrichtlichen Mengen 
anwesend war. 


1) Diese Zs. Bd. 75, S. 169 (1911). Fiir andere Zwecke wurde die 
fraktionierte Ausfillung schon von E. Schulze [Diese Zs. Bd. 17, 8. 201 
(1892)] und von Osborne u. Harris [Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 25, 8. 323 
(1903)| angewendet. 

2) a. a. O. 














Uber den fermentativen Abbau des Arginins in Pflanzen. 
Von 
Alexander Kiesel. 


Il. Abhandlung. 





(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitat Moskau. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1921.) 


Die im folgenden beschriebenen Versuche bilden die Fort- 
setzung einer schon friiher veréffentlichten Untersuchung’), in 
der die Verbreitung der Arginase in Pflanzenobjekten nach- 
gewiesen wurde. Die Anstellung der Versuche, sowie die 
Untersuchungsmethodik war im allgemeinen dieselbe wie friiher, 
wobei zuerst die Ammoniakmenge, die durch sukzessive Arginase- 
und Ureasewirkung von Arginin abgespalten wurde, bestimmt 
und dann eine Abtrennung der gebildeten Substanzen vor- 
genommen wurde. 


Seeale cornutum. 


Das Mutterkorn ist bekanntlich das einzige Pflanzen- 
objekt, in dem Agmatin nachgewiesen wurde.”) Da das Agmatin 
chemisch dem Arginin sehr nahe steht und aus letzterem durch 
bloBe Kohlensiureabspaltung (Decarboxylierung) entstanden 
gedacht werden kann, so war der Zerfall des Arginins im 
Mutterkorn in anderer Weise, als in den meisten Pflanzen, 
sehr wohl anzunehmen. 





*) Diese Zs. Bd. 75, S. 169 (1911). 
*) R. Engeland u. F. Kutscher, Zbl. f. Physiol. Bd. 24, S. 479 
u. 589 (1910). 
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Bei der Besprechung der Entstehung einer Reihe von 
Aminen im Mutterkornextrakte’) vertritt Kutscher?) die 
Meinung, da8 im Mutterkorn, richtiger bei der Bereitung des 
Extraktes desselben, Prozesse vorgehen miissen, die der Kiweib- 
fiulnis nahe verwandt sind. Jedoch kann man aus diesen 
Worten keinen Schlu8B dariiber ziehen, ob das Agmatin bei 
seiner Entstehune durch bakterienwirkung entstanden oder als 
ein Stoffwechselprodukt des Mutterkorns selbst angesehen wird. 
Die Entstehung des Agmatins durch Bakterienfiulnis in Herings- 
sperma, wo es Kossel zuerst entileckte*), konnte méglich ge- 
wesen sein, da Kossel das von ihm untersuchte Material von 
eréBeren Handelsfirmen bezog, in deren Betrieb sicherlich ein 
gewisses Mitwirken von Bakterien nicht ausgeschlossen ist. 
Daneben sind aber mehrere Fille bekannt, in denen die De- 
carboxylierung bei Autolyse von Pilzen ohne jede Mitwirkung 
von. Bakterien vorsichgeht.*) Ebenso treffen wir auch Faille der 
Decarboxylierung ohne Bakterienbeteiligung bei fermentativen 
Prozessen®) und bei Autolysevorgiingen in ‘lierorganen.°) 

Der mit Mutterkorn ausgefiihrte Versuch des fermentativen 
Argininzerfalles zeigt uns deutlich, daB auch hier die Arginase, 
gleich wie in anderen Pflanzenobjekten, am Argininzerfall be- 





1) Vgl. Rielinder, Sitzber. Ges, z. Bef. d. ges. Naturw., Marburg 
1908; G. Borger u. H. Dale, Jl. of Physiol. Bd. 38 (1909); Proc. Phys. 
Soe. le. S. LXXVII; Proc. Chem. Soc. Bd 26 S. 128 (1910); Zbl. f. 
Physiol. Bd. 24 8. 885 (1910); Jl. Chem. Soc. Bd. 97, S. 2592. 

2) Zbl. f. Physiol. Bd. 24, S. 163 (1910). 

8) Diese Zs. Bd. 66, S. 257 (1910). 

*) C. Reuter, Diese Zs. Bd, 78, S. 167 (1912); Winterstein u. 
Reuter, Zbl. f. Bakt. (2) Bd. 34, S. 566 (1912); Dieselben und R. Ko- 
rolew, Landw. Vers.-Stat. Bd. 79/80, S. 541 (1913); M. Schenck, Chem. 
Zbl, 1905, 1], S. 1812. Kung nimmt eine Beteiligung von Bakterien 
selbst wihrend raschen Trocknens an [Diese Zs. Bd. 91, 8. 241 (1914)}. 

5) Cohnheim, Chemie d. EiweiBkérper S. 56 (1914). 

®) B. Werigo, Arch. f. d. ges Physiol. Bd. 51, S. 362 (1892); 
D. Lawrow, Diese Zs. Bd. 33, S. 312 (1901); Langstein, Hofm. Beitr. 
Bd. 2, S. 229, (1902); Emerson, a. a. O. Bd. 1, S. 506 (1902); A. Etard 
et A. Vila, C. R. Bd. 135, S. 698 (1902): Bd. 136, S. 1285; J. Otori, 


Diese Zs. Bd. 43, S. 306 (1904); Magnus Levy, Hofm. Beitr, Bd. 2, 
S. 238 (1902). 
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teiligt ist und bei den angenommenen Versuchsbedingungen 
das Arginin in Harnstoff und Ornithin gespalten, nicht aber 
decarboxyliert wird. 

Als Fermentmaterial wurden je 5 g zermahlenes Mutter- 
korn verwendet. Die Versuchsdauer betrug 46 Stunden, Wasser 
wurde je 110 ccm zugesetzt. Als Antiseptikum diente eine 
Mischung von Toluol und Chloroform. 














Argininearbonat in g Ausgeschiedene 
N als NH, ; 
sersotat ; Carbonate in ¢g 
gefunden | _ 
zugesetzt | wail unter NH,- in g Arginin- | Ornithin- 
m ganz 
ni. Abspaltung fraktion | fraktion 
1,0002 0,9193 0,3641 0,0645 0,1311 | 0,5579 
0 on ee 0,0148 0,0502 | 0,08038 








Somit war ein Argininzerfall zu konstatieren, der zum Teil 
mit Ammoniakabspaltung verbunden war. Die Ergebnisse der 
niheren Untersuchung fiihren uns zum &chluB, daB hier eine suk- 
zessive stiirkere Arginase- und schwichere Ureasewirkung vorlag. 

Die in den Riickstiinden der Ammoniakdestillation an- 
wesenden Basen wurden in warmem Wasser gelést und mit 
Phosphorwolframsiiure in iiblicher Weise bei Einhalten der 
von mir fiir Ornithinfillungen festgestellten Kautelen') aus- 
gefallt. Die aus dem Niederschlage erhaltenen Arginin- und 
Ornithinfraktionen wurden, nach Uberfiihrung der darin ent- 
haltenen Basen in Carbonate, nach Trocknen im Vakuum ge- 
wogen. Aus den zerfallenen 0,9193 g Arginincarbonat konnten 
theoretisch 0,7309 g Ornithincarbonat entstanden sein. Da 
das Arginin ziemlich vollstindig durch Phosphorwolframsiure 
gefallt wird’), so muBte eine bedeutende Menge von Ornithin 
der Phosphorwolframsiurefillung entschliipft sein, was den von 
mir festgestellten Tatsachen vollkommen entspricht.*) 





1) Diese Zs., Zur Frage tiber das Vorkommen des Ornithins in 
Pflanzen. S. vorhergehende Abhandlung. 
*) W. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 27, S. 178 (1899). 
8) Diese Zs. Bd. 75, S. 185 Anm. 8 (1911); vgl. A. Kossel u. 
H. D. Dakin, Diese Zs. Bd. 41, S. 321 (1904). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 18 
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Aus der Argininfraktion wurden 0,0852 g Argininpikrolonat 
vom Schmelzpunkt 221°?) erhalten. Dieses entspricht 0,0383 g 
Arginincarbonat. 

Die Ornithinfraktion wurde nach Reinigung mit Tierkohle 
mit Salzsiiure angesiiuert und die eingedampfte Lésung mit 
Platinchlorid im UberschuB versetzt. Beim Stehen  iiber 
Schwefelsiure schieden sich die typisch aussehenden Krystalle 
des Ornithinchloroplatinates ab, welche nach Abfiltrieren 
und vorsichtigem Auswaschen mit verdiinnter Salzsiure ohne 
Umkrystallisieren im Vakuum_ getrocknet und analysiert 
wurden. 

Schmelzpunkt 205—207° unter Zersetzung und Gasbildung. 

0,1953 g gaben: 0,0679 g oder 34,779, Pt statt 35,96 °/, 

0,0735¢ , 87,659, Cl ,,  39,25% 
000% g , 4,92% N ,, 5,17% 

Da die Zahlen fiir das Chloroplatinat nicht sehr gut mit 
den theoretischen fiir Ornithinplatinchlorid zusammentrafen, 
wurde der Rest des Chloroplatinats samt Mutterlauge vom 
Platin durch Schwefelwasserstoff befreit und zur weiteren 
Identifikation durch Darstellung von Ornithursiure verwendet.”) 
Die durch Auswaschen mit kaltem Wasser, Petroliither und 
endlich mit einer geringen Menge Ather*) von Benzoesiure 
befreite undeutlich krystallinische Ausscheidung wurde aus 
heifem absolutem Alkohol umkrystallisiert und zeigte den fiir 
Ornithursiure charakteristischen Schmelzpunkt 183°.4) Durch 
vorsichtigen Wasserzusatz zur alkoholischen Mutterlauge®) 





”) Steudel bis 225°, Abderh. Handb. d. bioch. Arb.-meth. Bd. 2, 
S. 507 (1910). 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 84, 8. 454 (1901); Unters. iiber 
Ameisens., Polypept. u. Prot. 1906, S. 219. 

*) Durch diese Art der Reinigung wurde ein Verlust der Ornithur- 
siiure vermieden. Uber Léslichkeit der Ornithursiure und Lysursiiure 
vgl. D. Lawrow, Diese Zs. Bd. 28, 8. 585 (1899); A. Ellinger, a. a. O. 
Bd. 65, 8. 394 (1910); Schulze u. Winterstein, a.a. O. Bd. 34, S. 129 
FuBnote (1901). 

*) Jaffé 182°, Schulze u. Winterstein 184, E. Fischer 184 
bis 185°. 


*) Cl. Wilidenow, Diese Zs. Bd. 25, 5. 527 (1898). 
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wurde eine weitere Ausscheidung von krystallinischer Ornithur- 
siure mit demselben Schmelzpunkt erhalten. 

Zur weiteren Identifikation wurde das Calciumsalz der 
Ornithursiure dargestellt'), welches sich beim Erwiirmen der 
klaren Lésung als krystallinischer Niederschlag absetzte. 

Durch die Resultate dieses Versuches ist somit mit Sicher- 
heit die Bildung von Ornithin aus Arginin in Secale cornutum 
und also die Anwesenheit von Arginase in diesem Pflanzen- 
objekt festgestellt worden. Von einer fermentativen Bildung 
von Agmatin oder Guanidin war kein Anzeichen vorhanden. 

Zugleich konnte nachgewiesen werden, daB durch gewisse 
MaBregeln (Modifikation der Phosphorwolframsiurefaillung und 
des Auswaschens der Ornithurséure) eine sehr geringe Menge 
von Ornithin mit Sicherheit aufgefunden werden kann, was 
mir bei meinen friiheren Versuchen mit kleineren Arginin- 
mengen miBlang. 

Vicia sativa, 

Keimlinge von Vicia sativa wurden seinerzeit von E.Schulze?) 
vergeblich auf Ornithingehalt untersucht. Dabei wurde gerade 
in diesen Keimpflanzen statt Arginin Guanidin aufgefunden.’) 
Diese beiden Befunde veranlaften E. Schulze zu der Vor- 
stellung, daB der Zerfall des Arginins hier tiber Guanidin 
durch Oxydation vor sich geht.*) Das Auffinden von typischer 
Arginase in Keimlingen von Vicia sativa und des iiblichen 
Zerfalls des Arginins unter Ornithin- und Harnstoffbildung 
gewinnt dadurch ein erhdhtes Interesse. 

Beim Vergleich der Desamidation, welcher das Argimn 
durch das Ferment der Samen unterlag, mit der Ammoniak- 
bildung, die die Urease derselben Samen beim Einwirken auf 


1) Jaffé, Chem. Ber. Bd. 11, S. 406 (1878). 

*) Diese Zs. Bd. 47, 8.507 (1906); Landw. Jahrb. Bd. 35, 8.640 
(1906). 

8) E. Schulze, Diese Zs. Bd. 17, S. 197 (1892); Bd. 20, S. 309 (1895); 
Bd. 30, S. 241 (1900); Chem. Ber. Bd. 25, S. 658 (1892); Landw. Vers.- 
Stat. Bd. 46, S. 383 (1895). 

4) E. Schulze, Ber. bot. Ges. Bd. 21, 8. 64 (1903); Diese Zs. Bd. 47, 
S. 507 (1906); Landw. Jahrb. Bd. 35, S. 641 (1906). 
18* 
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Harnstoff hervorrief, wurde eine gewisse Ubereinstimmung ge- 
funden, wie aus folgendem zu ersehen ist: 

5 g Samenmaterial bildeten 0,0180 g N im NH, aus Arginin 

2¢g . - 0,0054 g re », Harnstoff. 

Selbstredend konnte eine gréfere Ubereinstimmung nicht 
erwartet werden, da die Reaktion verschieden und die Menge 
des Fermentmaterials bei sonst gleichen Bedingungen nicht 
dieselbe war. Daraus ist wohl zu schlieBen, da8 in beiden 
Fallen der Ursprung des Ammoniaks in demselben Korper, 
nimlich Harnstoff, lag, und dieser, in dem einen Falle direkt 
zugesetzt, im anderen aus Arginin gebildet wurde. In den 
Samen finden wir bei schwacher Urease eine viel stirker 
wirkende Arginase. 

Im Versuch mit 10tagigen griinen Keimpflanzen wurde 
eine gréBere Ubereinstimmung fiir die Ammoniakabspaltung 
und den durch Wagung festgestellten Argininzerfall nach- 
gewiesen. Die Zersetzung des Arginins mit gleichzeitiger 
Bildung von Ammoniak aus dem dabei augenscheinlich ge- 
bildeten Harnstoff ging sehr energisch vor. 

Aus der Argininfraktion konnte nach Reinigung mit Tier- 
kohle 0,1195 g Argininpikrolonat vom Schmelzpunkt 227°, ent- 
sprechend 0,0537 g Arginincarbonat zuriickgewonnen werden. 
Nebenbei konnte in der Argininfraktion weder Guanidin noch 
Agmatin nachgewiesen werden. 

Das Gewicht der Ornithinfraktion des Versuches stand 
der theoretisch gebildeten Ornithinmenge bedeutend nach: 
(),8220 g zersetzten Arginincarbonats entspricht 0,6535 g Orni- 
thincarbonat. Auch hier muB8 diese Tatsache durch Ent- 
schliipfen des Ornithins bei der Phosphorwolframsiurefallung 
erklirt werden. | 

Beim Darstellen des Chloroplatinats wurde neben einem 
leicht in Wasser léslichen Doppelsalze eine sehr geringe Bei- 
mengung von schwer léslichem Chloroplatinat einer unbekannten 
Base nachgewiesen, welche den Gehalt an Platin in der krystal- 
linischen Ausscheidung bei einer ausgefiihrten Bestimmung zu 
niedrig machte. Der gegen den theoretischen fiir Ornithin- 
chloroplatinat zu niedrig gefundene Gehalt an Platin entfernt 
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die Méglichkeit einer Beimengung von Putrescin oder d-Amino- 
valeriansiure, da in diesen Fallen der Gehalt an Platin héher 
gefunden werden muBte. 

Das sorgfaltig abgetrennte schwer in Wasser lésliche 
Chloroplatinat, welches mikroskopisch kleine sechseckige, hell- 
gelbe ‘l'afeln bildete, wies einen Platingehalt von 29,10°/, auf 
(0,0488 g Chloroplatinat gaben 0,0142 g Platin) und konnte 
bei dem nach dem Platingehalt berechneten Molekulargewicht 
260,38 keiner aus dem Arginin stammenden Substanz ent- 
sprechen. Es ist wohl anzunehmen, daB die unbekannte Base 
in den Keimlingen selbst ihren Ursprung hatte. 

Aus dem leicht in Wasser léslichen Chloroplatinat wurde 
durch Benzoylierung Ornithursiiure dargestellt, die den Schmelz- 
punkt 183° hatte. Das Calciumsalz derselben zeigte das 
charakteristische Verhalten beim Erwirmen. Die Bildung von 
Ornithin in dem eben beschriebenen Versuche war somit mit 
Sicherheit nachgewiesen. Neben Ornithin konnte die Bildung 
keiner anderen Substanzen bemerkt werden. 

Im Versuch mit Samenlappen von 10 tigigen griinen Keim- 
ptianzen von Vicia sativa wurde nur die Argininfraktion niher 
untersucht, wobei eine héchst geringe Menge von Arginin- 
pikrolonat erhalten wurde, die zur Reinigung und Identifizierung 
nicht ausreichte. 

Im Versuch mit 3 wéchentlichen Keimpflanzen wurden die 
Arginin- und Ornithinfraktionen abgetrennt. Aus ersterer wurde 
0,0445 g Pikrat, entsprechend 0,0226 g Arginincarbonat er- 
halten. Diese Menge reichte zur Identifikation nicht aus. Die 
Ornithinfraktion gab ein Chloroplatinat, welches sich als Orni- 
thinchloroplatinat erwies. 


0,0741 g Chloroplatinat gaben 0,0264 g oder 35,63, Pt statt der 
theoretisch erforderten 35,96 °/, Pt. 

Somit wurde in allen Versuchen, die mit Vicia sativa 

ausgefiihrt wurden, iiberall Arginase neben Urease mit Sicher- 

heit nachgewiesen. Neben Ornithin und aus dem Harnstoff 


entstandenen Ammoniak konnten keine anderen Substanzen 
aufgefunden werden. 
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Neben diesen aus angegebenen Griinden interessanten 
Pflanzenobjekten wurden noch zwei Objekte auf Arginase- 
gehalt untersucht, nimlich die reifen Friichte von Angelica 
silvestris und 22tigige griine Keimpflanzen von Trifolium 
pratense. 





Arginincarbonat in g 


om 1% Ausgeschiedene 
s 6 : 
a sf i" € ‘, . ‘ hd 
. + nm = 
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) 5) » | ” ‘ 
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Angelica sil- | 5 120 10,2230 0,1537| 0,0637 0,0158 | 0,1004 | 0,1058 
vestris, Friichte | 5 120 0 — | -—- |0,0071] 0,0311 | 0,0698 


Trifolium pra-| 0,6 | 43,5] 0,2366/ 0,1165| = — _ — 























tense, Keimpfl.| 0,6 [43,5, 0 | — | — - paw ai 


In beiden Fallen wurde die Anwesenheit der Arginase 
konstatiert. 


Der Versuch mit Angelica silvestris ergab eine nur ge- 
ringe Desamidation. Da in denselben Friichten friiher eine 
gréBere Ureasewirkung nachgewiesen wurde?), muB hier be- 
merkt werden, da der Versuch nach ca. 21/, monatlichem 
Lagern der Friichte ausgefiihrt wurde und die Urease dabei 
merklich geschwiicht sein mute. Die Argininfraktion des Ver- 
suches gab mit Pikrolonsiure ein Salz, welches bei 221° statt 
225° schmolz. Eine Reinigung nach Ausscheiden der Krystalle 
konnte wegen zu geringer Menge derselben nicht ausgefiihrt 
werden. Die Ornithinfraktion war zu gering, um eine Orni- 
thinausscheidung zu erhoffen und wurde deshalb nicht weiter 
untersucht. 


In der Ornithinfraktion des Versuches mit Trifolium war 
das Ornithin durch seinen charakteristischen Geruch kenntlich. 


’) Vgl. Diese Zs., Beitrag z. Kenntnis der Verbreitung der Urease 
in Pflanzen. S. 247. 
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Neben Ornithin konnte Ammoniak qualitativ nachgewiesen 
werden. 

Die hier und friiher') angefiihrten Versuche, in denen 
Arginase in Pflanzenobjekten nachgewiesen werden konnte, 
schlieBen selbstverstindlich nicht die Méglichkeit aus, daB bei 
gewissen Bedingungen und in gewissen Pflanzen die Arginin- 
spaltung anders, als unter Bildung von Ornithin und Harn- 
stoff vorgeht. In diesen Fallen miissen Agmatin, Guanidin, 
d-Aminovaleriansiiure und Putrescin getrennt oder auch gleich- 
zeitig aus Arginin entstehen kénnen. 


aia. O. 











Synthese und Eigenschaften des Tetramethylen- 
diguanidins. 
Von 


Alexander Kiesel. 


(Pilanzenphysiologisches Institut der Universitét zu Moskau 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 121.) 


Nach dem Auffinden des Agmatins im Heringssperma 
wurde die Struktar dieser Base durch A. Kossel?) auf syn- 
thetischem Wege nachgewiesen. In der Absicht, die Synthese 
des nichstfolgenden héheren Homologen des Agmatins aus- 
zufiihren, gelang es O. Ripke’) statt dessen einen Kérper 
synthetisch zu erhalten, der seinen Angaben nach Penta- 
methylendiguanidin darstellt. Daraus konnte gefolgert werden, 
daB Tetra- und Pentamethylendiamin sich verschieden zum 
Cyanamid verhalten. 

In der Absicht, Agmatin fiir meine Versuche mit Arginase 
darzustellen, setzte ich mir die Aufgabe die verhiltnismaBig 
geringe Ausbeute*) bei der Darstellung desselben zu erhéhen, 
indem ich, den Angaben von Schulze und Winterstein 
folgend, das Cyanamid nicht auf einmal, sondern portionsweise 
und auBerdem in Uberschu8 eintrug.*) 

Bei dieser dem Grunde nach geringen Abweichung des 
des Verfahrens gelang es mir, neben dem Agmatin noch eine 
andere Base darzustellen, die sich als Tetramethylendiguanidin 
und demnach als Homologe des von O. Ripke dargestellten 
Pentamethylendiguanidins erwies. Da die Ausbeute an diesem 


1) Diese Zs. Bd. 68, 8S. 170 (1910). 
*) Diese Zs. Bd. 72, S. 484 (1911). 
5) Nach A. Kossel 9,63 °/, der theoretischen Ausbeute. 
*) Diese Zs. Bd. 34, S. 128 (1901). 
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Kérpers, obwohl bei weitem nicht dem in der Reaktion aut- 
gebrauchtem Tetramethylendiamin entsprechend, ziemlich be- 
triichtlich war, wird man folgern miissen, daB bei Einwirkung 
des Cyanamides auf Tetra- und Pentamethylendiamin die 
Reaktion in gleicher Weise vorsichgeht, indem gleichzeitig 
Mono- und Diguanidine entstehen. Die Bildung dieser Kérper 
miuBte aber quantitativ verschieden sein, denn sonst wiirde in 
den Versuchen von Kossel und Ripke die gleichzeitige Ent- 
stehung eines anderen K6rpers nicht unbemerkt geblieben sein. 

Die Synthese wurde von mir zweimal ausgefiihrt und ergab 
in beiden Fallen annihernd gleiche Resultate. Die, wie bei 
A. Kossel, erhaltenen Carbonate der Basen, die in dem einen 
Falle durch Ausfillen mit dem Silberbarytverfahren, im anderen 
durch Ausfaillen mit Phosphorwolframsiure in schwefelsiure- 
haltiger Lésung abgetrennt wurden, stellten eine schwer in 
Wasser ldésliche kreidige Masse vor, die sorgfiltig mit kaltem 
Wasser ausgewaschen wurde. 

Bei Behandlung der Carbonate mit verdiinnter Schwefel- 
siure entstand eine Mischung von zwei, schwer und leicht 
léslichen Sulfaten, die durch fraktionierte Krystallisation leicht 
getrennt werden konnten, indem das Sulfat des Tetramethylen- 
diguanidins gleich aus Wasser auskrystallisierte, das Sulfat 
des Agmatins aber erst durch Zugabe von Methylalkohol zum 
Auskrystallisieren veranlaBt wurde. 

In Summa wurde aus 37,34 g salzsaurem Putrescin 12,15 g 
reines Agmatinsulfat und 7,20 g reines Tetramethylendiguani- 
dinsulfat erhalten. Dieses entspricht 34,44°/, verbrauchten 
Putrescins. ‘SSomit ware eine Anniherung an die von Schulze 
und Winterstein erhaltene Ausbeute bei Argininsynthese 
(37°/,) gelungen. Analog dem Pentamethylendiguanidin von 
Ripke, konnte der neu dargestellten Base eine der folgenden 
Strukturen entsprechen: 


NH NH, 
\.C—NH—CH,—CH, —CH,—CH,— NH— c¢ 
NH7 NH 
und NH 


NH | 
Il >C—NH—C—NH—CH,—-CH,—CH,-—- CH,—NH, . 
oO 
NH 
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Kine endgiiltige Entscheidung iiber die Strukturformel des 
Pentamethylendiguanidins konnte von Ripke nicht erbracht 
werden. Fiir das von mir dargestellte Tetramethy]endiguanidin 
und durch Analogieverhiltnisse auch fiir das Pentamethylen- 
diguanidin konnte ich den Nachweis zugunsten der Forme! I 
mit Hilfe der von van Slyke angegebenen Methode der Be- 
stimmung der Aminogruppen ausfiihren. 

Da die Guanidingruppe mit salpetriger Siure nach van 
Slyke keinen Stickstoff bildet, muBte die Entscheidung ge- 
bracht werden, ob in der neuen Base eine freie Aminogruppe 
enthalten ist. Zum Vergleich wurde zugleich das Verhalten 
des Agmatins beim Behandeln mit salpetriger Siiure nach van 
Slyke bestimmt. 

0,1565 g Agmatinsulfat, mit dem Gehalt von 0,0384 g N, 
gaben bei 17° und 753 mm Druck 16,7 ccm Stickstoff.!) Diese 
Menge entspricht 0,00915 g Aminostickstoff oder 1/, des Ge- 
samtstickstoffs. 

0,0968 g Tetramethylendiguanidinsulfat, mit 0,030! g N, 
gaben bei 18° und 748 mm Druck 0,2 ccm Stickstoff.') 

Es muB also fiir sichergestellt angesehen werden, daB im 
Tetramethylendiguanidin keine freien NH,-Gruppen enthalten 
sind und beide Guanidingruppen somit an den beiden Knden 
der Kette stehen. 

Bis jetzt ist als natiirlich vorkommender Kérper nur ein 
Diguanidin bekannt, nimlich das Vitiatin, aus Fleischextrakt 
von Kutscher?) gewonnen. Es wire médglich, da®B den von 
Ripke und von mir synthetisch dargestellten Diguanidinen 
auch eine gewisse physiologische Rolle zukommt. 

Vom Sulfate ausgehend, habe ich noch einige Salze der Base 
dargestellt und teile hier die von mir erhaltenen Resultate mit. 


Agmatinsulfat. 
Das reine und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknete 
Sulfat des Agmatins schmolz bei 226° (unkorr.) %) 





1) Die Korrektur des Leerversuches ist in Betracht genommen. 

*) Zbl. f. Physiol. Bd. 21, S. 33 (1907); Diese Zs. Bd. 51, 8. 462 (1907). 

‘) Nach Angaben von A. Kossel schmilzt das Agmatinsulfat aus 
Heringssperma bei 224—225°, das synthetische bei 229°. 
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1. 0,1910 g gaben 0,1853 g CO,, d.h. 0,0505 g oder 26,44 °%, © 
und 0,1219 g H,O, d. h. 0,0136 g oder 7,12 °/, H. 

2. 0,1911 g gaben 0,1850 ¢ CO,, d. h. 0,0504 g oder 26,37°/, C 
und 0,1233 g H,O, d. h. 0,0138 g oder 7,22 °/, H. 

3. 0,1946 g gaben bei Kjeldahlbestimmung, entsprechend 34,15 eem 
n/10-Schwefelsiiure, 0,0478 g oder 24,57 °/, N. 


Gef. in °/, Ber. fiir C,H,,N,*H,SO, in °/, 
C 26,44 26,37 26,29 
H 7,12 7,22 7,08 
N 24,57 24,55 


Sulfat des Tetramethylendiguanidins. 


Das Sulfat krystallisiert aus Wasser in Form von sphi- 
rischen Aggregaten stumpfer Nadeln. Enthilt kein Krystalli- 
sationswasser. Léslichkeit: 1 Tl. Sulfat in 156.5 Tln. Wasser 
bei 21°. Temperaturerhéhung férdert stark die Léslichkeit.: 
Das im Vakuum getrocknete Sulfat schmilzt unter Zersetzung 
und Gasbildung bei 291° (unkorr.).?) 

1. 0,2257 g gaben 0,2203 g CO,, d. h. 0,0601 oder 26,63 °/, C und 

0,1385 g H,O, d. h. 0,0155 g oder 6,87°/, H. 

. 0,1920 g gaben bei Kjeldahlbestimmung, entsprechend 42,45 eem 
n/10-Schwefelsiiure, 0,0595 g oder 30,99 °/, N. 

3. 0,1920 g gaben bei Schwefelsiiurebestimmung 0,1644 g BuaSQ,, 
d. h. 0,0691 g oder 35,99 °/, H,SO,. 


bo 


Gef. in °%, Ber. fiir C,H,,N,-H,SO, in °, 
Cc 26,63 26,64 
H 6,87 6,73 
N 30,99 31,10 
H,SO, 35,99 36,29 


Somit stimmen die analytischen Zahlen mit der Formel 
des Tetramethylendiguanidins vollkommen iiberein. 


Kohlensaures Tetramethylendiguanidin. 


Dieses Salz ist in Wasser, gleich dem Agmatincarbonat, 
sehr schwer ldslich. In Alkohol, Ather, Aceton und Benzol 
ist das Salz unléslich. Beim Kindampfen der wiBrigen Lésung 





1) Ripke fand das Sulfat des Pentamethylendiguanidins auch 
schwer léslich in Wasser. 

*) Nach Ripke schmilzt das Sulfat des Pentamethylendiguanidin 
noch nicht bei 300°. 








Synthese und Kigenschaften des Tetramethylendiguanidins. 281 


scheidet sich das Salz als kreidige Masse ab. Wenn man das 
EKindampfen nicht allzu weit fiihrt, scheidet sich das Carbonat 
beim Stehen sehr bald in Form von dicken, unregelmiBigen 
Krystallen ab, die zum Teil eine kahnahnliche Form haben. 
Beim Fillen des Carbonats aus wiiBriger Lésung durch Ein- 
bringen von Alkohol—Ather bis zur bestehenden Triibung, er- 
hilt man regelmiibigere Formen, die kleine dicke Prismen 
oder kahnihnliche Krystalle vorstellen. 


Salzsaures Tetramethylendiguanidin. 

Leicht lésliches Salz, als unregelmiBige durchsichtige nicht 
hygroskopische Tafeln aus konzentrierter wibriger Lésung 
beim Stehen iiber Schwefelsiiure, und von Alkohol—Ather aus 
derselben Lésung in Gestalt von dicken, durchsichtigen Prismen 
ebenfalls beim Stehen erhiltlich. 


Pikrat des Tetramethylendiguanidins. 


Das sehr schwer in Wasser lésliche Pikrat kann praktisch 
quantitativ beim Einbringen von Pikrinsiiurelésung sogar aus 
stark verdiinnten Lésungen des Carbonats erhalten werden. 
Dasselbe Resultat ist auch durch Natriumpikrat in sauren 
Lésungen der Base zu erreichen. 

Das gefillte Pikrat bildet kleine, diinne, zum Teil sichel- 
formig verbundene hellgelbe Prismen mit stark geneigten End- 
flichen. Das Umkrystallisieren ist wegen der sehr geringen 
Léslichkeit selbst in heiBem Wasser héchst umstindlich. Die 
Zerlegung durch Mineralsiuren kann nur bei stirkerer Kon- 
zentration derselben bewirkt werden. 

Léslichkeit in Wasser von 21°: 1: 16666. Das im Vakuum 
getrocknete Pikrat schmilzt bei 253—254° (unkorr.) unter Zer- 
setzung und Gasbildung. 

0,4936 g des Pikrats enthielten 0,5612 g oder 73,17 °/, 
Pikrinsiure, was der Formel C,H,,N,-2C,H,(NO,),0H mit 
72,68 °/, gut genug entspricht. 


Pikrolonat des Tetramethylendiguanidins. 


Sehr schwer in Wasser und Alkohol lésliches Salz, als 
gelber amorpher Niederschlag beim Einbringen von Pikrolon- 
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siure in waBriger Carbonatlésung erhalten. Das im Vakuum 
getrocknete Salz schmolz unscharf bei 2783—279° unter Zer- 
setzung und Gasbildung. 


Chloraurat des Tetramethylendiguanidins. 


Das Doppelsalz ist in Wasser ziemlich schwer ldslich. 
Sehr bequem zur Identifikation, da es mit scharfem Schmelz- 
punkt ohne Zersetzung versehen ist. Scheidet sich leicht und 
rasch in Gestalt von kleinen blitzenden Nadeln ab, wenn man 
Goldchloridlésung in nicht zu konzentrierte Liésungen des 
Chlorids zugibt. Das Chloraurat kann gut ohne groBen Ver- 
lust mit kaltem Wasser ausgewaschen und ohne Veriinderung 
aus Wasser umkrystallisiert werden. Krhilt kein Krystall- 
wasser. 

Im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet, zeigt es einen 
scharfen Schmelzpunkt bei 172,5° (unkorr... Da das Schmelzen 
ohne Zersetzung vor sich geht, kann die Bestimmung in ein 
und derselben Probe mehrmals ausgefiihrt werden. 

0,1245 g Chloraurat enthielten 0,0575 g. Au oder 46,18 °/, 
anstatt der fir C,H,,N,-2HC1-2AuCl, verlangten 46,28 °/,. 


Chloroplatinat des Tetramethylendiguanidins. 


Dieses Doppelsalz ist auch in Wasser nicht sehr leicht 
léslich und bildet orangefarbige, rhombische Tabellen oder 
iederartige Krystallaggregate. Enthilt kein Krystallwasser. 
Li8t sich mit Wasser gut auswaschen und leicht aus Wasser 
umkrystallisieren. 

Schmelzpunkt nach Trocknen im Vakuum bei schnellem 
Erhitzen 224° unter Zersetzung und Gasbildung. Bei lang- 
samem Erwirmen ist kein bestimmter Schmelzpunkt nach- 
zuweilsen. 

0,1071 g Chloroplatinat enthielten 0,0358 g oder 33,43°/, Pt 
statt der fir C,H,,N,-2HCI-PtCl, erforderlichen 33,48 °/,. 


Fallungen des Tetramethylendiguanidins. 


Das Tetramethylendiguanidin li8t sich quantitativ durch 
das Silberbarytverfahren bei UberschuB von Baryt ausfillen. 
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se 


Durch Phosphorwolframsiure in saurer Lésung ist die 
Base beinahe quantitativ fallbar: beim Fallen von 0,1228 g 
Tetramethylendiguanidinsulfat in 200 ccm wiBriger Lésung bei 
5°/, Schwefelsiiuregehalt wurde nach 48 stiindigem Stehen im 
Filtrat 0,0016 g Stickstoff aufgefunden. Das entspricht 0,0164 g 
unausgefallten Tetramethylendiguanidin im Liter. Somit ist 
die Ausfillung vollkommener, als beim Arginin. 
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Uber die Wirkung der Arginase auf Agmatin und Tetra- 
methylendiguanidin. 
Kin Beitrag zur Kenntnis der Spezifitit der Fermente. 


Von 


Alexander Kiesel. 


(Phlanzenphysiologisches Institut der Universitat zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1921 ) 


Bis jetzt wissen wir fast nichts tiber den chemischen Bau 
der Fermente und haben noch sehr wenig Mittel zur Darstel- 
lung derselben in mehr oder weniger reinem Zustande. Des- 
halb sind wir gendtigt, mit Fermentpriparaten zu arbeiten, 
denen augenscheirlich immer in groBer Menge fremdartige 
Stoffe beigemengt sind, wie EKiwei8kérper, Kohlenhydrate, Salze 
und andere Fermente, die oft nichts mit dem in Untersuchung 
genommenen gemeinsam haben. 

Die Anwesenheit dieser inaktiven und aktiven Beimengungen 
und ihre Wirkungen auf das Ferment und seine Tatigkeit muB 
immer in Betracht gezogen werden. Wenn wir die Tiatigkeit 
von Fermenten verschiedener Herkunft untersuchen, haben wir 
in jedem der Fille besondere, voneinander abweichende Be- 
dingungen vor uns, die durch die auch bei den reinsten Fer- 
mentpriiparaten nie fehlenden verschiedenartigen und oft spe- 
zifischen Beimengungen geschaffen werden.’) 

Wenn wir mit einem definierbaren chemischen Kérper zu 
tun haben, kénnen wir uns mit dem Begriffe der Abnlichkeit 
nicht zufrieden stellen lassen — wir fordern die Identifikation 





1) C. Oppenheimer, Fermente u. ihre Wirk. (1913); E. Zunz, Die 
Fermente, Abderh. Bioch. Handlex. Bd. 5 (1911). 
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des Kérpers. Bei Fermenten kénnen wir diese forderung nicht 
stellen, denn sonst wiirde jedes Fermentpraparat einen beson- 
deren, individuell verschiedenen K6rper darstellen. Wir miissen 
dazu kommen, die Verschiedenheit der Fermente mit nahe- 
hegender oder in einzelnen Hinsichten zusammenfallender Tatig- 
keit nicht durch wesentliche, sondern durch zufallige Ver- 
haltnisse. wie Anwesenheit von Beimengungen, zu erklaren. 
Sonst wiirde die Anzahl der Fermente ins Unendliche steigen. 

Als bequeme Arbeitshypothese bei Beleuchtung verschie- 
dener Fragen der Fermentlehre darf wohl angenommen werden, 
daB erstens jedes Ferment einer gewissen Atomgruppierung 
angepabt ist und diese Atomgruppierung, bei Abwesenheit vou 
hindernden Bedingungen, spalten muB. Die hindernden Be- 
dingungen wiirden in der Beschlagnahme des aktiven Atom- 
komplexes des Ferments oder des spaltbaren Atomkomplexes 
des. Substrates durch andere Kérper liegen. Zweitens mub 
das Ferment mit dem Korper, welcher die ndétige spaltbare 
Atomgruppierung hat, ein Komplex, das sogenannte Komplex 
Substrat—Ferment, bilden kénnen. Bei Unméglichkeit dieser 
Bindung muB das Ferment auch bei Anwesenheit der nétigen 
spaltbaren Gruppierung gegen den betreffenden K6érper un- 
wirksam sein. Diese Unmiéglichkeit kéinnte durch die Abwesen- 
heit einer fermentbindenden Gruppierung im Ké6rper zustande 
kommen oder durch iuBere Verhiltnisse hervorgerufen werden, 
wobei die Beschlagnahme der sich untereinander bindenden 
Atomgruppierungen des Substrates und des Fermentes durch 
andere Koérper die griéBte Rolle spielen muB. Ob die das Ge- 
schehen beeinflussende Beschlagnahme in einer chemischen 
Bindung mit anderen Kérpern liegt oder durch physiko-che- 
mische Verhiltnisse von diesen anderen anwesenden Kdérpern 
geschaffen wird, ist dabei gleichgiiltig, da wir bis jetzt noch 
nicht wissen, ob die Fermentwirkung eine rein chemische, oder 
eine physiko-chemische Grundlage hat. 

Das verschiedene Beeinflussen der Fermente durch un- 
umgingliche Beimengungen macht der Fermentforschung ver- 
schiedene Hindernisse. Erstens wird der quantitative Vergleich 
verschiedener Objekte und Individuen in bezug auf Ferment- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIIJ. 19 
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gehalt unrichtig, da wir nur auf Grund der fermentativen 
Wirkung eine Vorstellung tiber die Quantitit des Fermentes 
bekommen, die fermentative Wirkung aber von den Beimengungen 
héchst beeinfluBt wird. Zweitens kénnen die anwesenden fremd- 
artigen Korper der Tatigkeit des Fermentes einer zum Angriff 
dargebotenen Substanz gegeniiber hinderlich, einer anderen 
gegeniiber aber ohne EKinfluB oder sogar behilflich sein!) Drit- 
tens miissen die Beimengungen in den Fermentpraparaten zur 
Vorstellung tiber Fermentvarietiten fihren, die, neben gleich- 
artiger Wirkung auf das Substrat, zugleich mehrere abweichende 
Merkmale aufweisen, wie verschiedenes Verhalten gegen T'em- 
peratur und gegen fillende und aussalzende Kérper, verschie- 
dene Diffusionsfihigkeit?) usw. 

Die beiden letzterwihnten Tatsachen zwingen uns zu einer 
tieferen Forschung in demjenigen Gebiete der Fermentforschung, 
welches der Spezifitit der Fermente gewidmet ist. Sie stellen 
uns die Aufgabe, die Fragen iiber die Spezifitit der Fermente 
verschiedener Objekte und tiber die Spezifitat verschiedenen 
Kérpern gegeniiber von diesem Standpunkte aus zu kliren 

Ks ist sicherlich zu erwarten, daB dadurch die Ferment- 
lehre stark vereinfacht und ibersichtlicher gemacht werden 
wird, als es am heutigen Tage ist. 

In vorliegender Arbeit habe ich nicht die Absicht gehabt, 
die aufgestellten Fragen fiir die Arginase zu kliren, sondern 
teile hier nur einen der Fille mit, welcher als Fall einer 
scheinbaren Spezifitiit eines Fermentes betrachtet werden soll. 
Deshalb wurden nicht mehr oder weniger gereinigte Ferment- 
priparate zu den Versuchen gebraucht, sondern einfach mit 
fein verriebenen Pflanzenteilen gearbeitet.%) 

Die Frage iiber die Spezifitit der Arginase wurde schon 
friher von verschiedenen Forschern vorgenommen. 





') Pawlow und Parastschuk, Diese Zs. Bd. 42,°5. 415 (1904); 
Sawjalow, a.a. O. Bd. 46, 8. 317 (1905); A. Ascoliu. B. Neppi, a.a. 0. 
Bd. 56, S. 135 (1908); siehe auch Oppenheimer, a. a. O. 8S. 557ff. 

*) M. Holderer, C. R. Bd. 150, 8. 790; Bd. 155, 8. 318; W. Bayliss, 
The nature of enzyme action, 8. 25 (1914). 

*) Methodisches, s. Kiesel, Diese Zs. Bd. 75 (1911). 
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So finden wir in einer Arbeit von Riesser') die Angabe 
uber die Inaktivitiit der Arginase dem 1-Arginin gegeniiber. 
Kossel und Dakin’) und Dakin’) zeigten die Abwesenheit 
einer Harnstoffabspaltung vom Argininkomplex des KiweiBes, ob- 
gleich die Méglichkeit dieser Abspaltung durch das Freisein 
der Guanidingruppe gegeben ist‘), eine solche Abspaltung durch 
Laugen hervorgebracht®) und endlich durch Arginase bei ver- 
schiedenen Protonen bewirkt wird.®) Das Guanidin‘), die sub- 
gstituierten Guanidine®) und die Ureide*) erweisen sich der 
Arginase gegeniiber resistent. 

Die Frage iiber das Verhalten des Kreutins in Anwesen- 
heit von Arginase ist noch streitig, da wir einerseits!’) den 
Hinweis auf Resistenz dem Fermente gegeniiber, andererseits 
aber Angaben finden"), das Kreatin solle von einem spezifischen 


') Diese Zs. Bd. 49, S. 210 (1908). 

*) Diese Zs. Bd. 42, S. 181 (1904). 

4) Jl. of Biol. Chem. Bd. 3, 8. 435 (1908). 

‘) Kossel u. Kennaway, Diese Zs. Bd. 72, 5. 486 (1911); Kosse! 
u. Cameron, a.a. O. Bd. 76, 8S. 457 (1911); Kossel u. Weiss, a.a. O. 
Bd. 78, S. 402 (1912); Bd. 84, S. 1 (1913). 

») Kossel u. Weiss, Diese Zs. Bd. 59, S. 492 (1909); Bd. 60, S. 311 
(1909); Bd. 68, S. 165 (1910). 

8) Dakin, a. a. O. 

’) KE. Pommerenig, Beitr. z. chem. Phys. u. Path. Bd. 1, S. 561 
(1900); K. Shiga, Diese Zs. Bd. 42, 8. 507 (1904); K. Shibata, Beitr. 
z, chem. Phys. u. Path. Bd. 5, S. 390 (1904); H. Dakin, Jl. of Biol. Chem. 
Bd. 3, S. 435 (1907); H. Bierry u. A. Rance, C. R. soc. biol. Bd. 67, 
S. 184 (1909); A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 75, S. 194 (1911); Wissenschaft 
liche Schriften d. Moskauer Univ. Bd. 41, S. 197 (1916). 

8) Dakin, a. a. O. 

%”) Bierry u. Rane, a. a. O. 

10) Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 3, S. 435 (1907); Mellanby, J. of 
Physiol. Bd. 36, S. 447 (1908); A. Clementi, Arch. di Farmacol. sperim. 
Bd. 21, S. 172 (1916). 

') Gottlieb u. Stangassinger, Diese Zs. Bd. 52, S. 1 (1907); 
Stangassinger, a. a. O. Bd. 55, S. 295 (1908); Rothmann, a.a. O. 
Bd. 57, S. 131 (1908); van Hoogenhuyze, Diss. Utrecht (1408); van 
Hoogenhuyze u. Verploegh, Diese Zs. Bd. 57, 8. 265 (1908); A. Rowe, 
Amer. J. of Physiol. Bd. 31, S. 169 (1912); V. Myers u. M. Fine, Jl. of 
Biol. Chem. Bd. 21, S. 583 (1915); R. Hoogland u. C. Me Bryde, J. agric. 
Research. Bd. 6, 8.535 (1916). 

19* 
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Ferment, der Kreatase, abgebaut werden, wobei das eben 
erwihnte Ferment sich von der Arginase durch langsamere 
Wirkung unterscheidet. Dieser einzige Unterschied muB uns 
aber doch ungeniigend erscheinen, um fiir die Selbstandigkeit 
dieses Fermentes beweisend zu sein, da die verschieden schnelle 
Wirkung durch Nebenwirkung eines anderen Substrats (Kreatin 
anstatt Arginin) hervorgerufen sein konnte und demnach nicht 
das neue Ferment Kreatase, sondern einfach Arginase vorliegen 
konnte. Die Unsicherheit der Kxistenz der Kreatase tritt noch 
deutlicher hervor, wenn man ein Zwischenstadium der Bildung 
des Komplexes Substrat—Ferment annimmt?), welches wohl, 
je nach dem Substrate. sich mit verschiedener Schnelligkeit 
und Starke bildet. 

Die Fiiulnisversuche von Ackermann in Verbindung mit 
dem Auffinden von i-Ornithin bei Fiaulnis?) von Arginin und 
dem Auffinden von Sarkosin bei Fiaulnis von Kreatin*) be- 
stirken sehr die Vermutung der Beteiligung der Arginase in 
beiden Fillen und die Vorstellung, da8 die Wirkung der Ar- 
ginase auf Kreatin (Kreatinin) sehr von Nebenbedingungen be- 
einflubt werde. 

Von synthetischen Produkten wurde bis jetzt die Wirkung 
der Arginase auf Glykocyamin*), Guanidinessigsiure, Guanidin- 
propionsiure®), .s-Guanidincapronsiure und y-Guanidinbutter- 
siiure®) untersucht, wobei nur die Spaltung der letzten Ver- 
bindung durch Arginase aufgefunden wurde. ") 

Da wohl jedes Ferment, wie gesagt, der Spaltung eines 
gewissen Atomkomplexes angepaBt ist und in allen aufgezihlten 


1) Michaelis u. Menton, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913); Euler 
u. Svanberg, Fermentforschung Bd. 3, S. 330 (1920); Tammann u. 
Svanberg, Diese Zs. Bd. 111, 8.49 (1920). 

*) Diese Zs. Bd. 56, 8S. 303 (1908). 

3) Zs. Biol. Bd. 63, 8. 78 (1918). 

‘) Bierry u. Rane, C. R. soe. biol. Bd. 67, 8. 184 (1909); Dakin, 
a. a. QO. 


*) S. Edlbacher, Diese Zs. Bd. 100, 8.111 (1917). 

") K. Thomas, Diese Zs. Bd. 88, 8.465 (1913). 

*) Vgl. Bildung von y-Guanidinbuttersiiure bei Oxydation des Ar- 
vinins. Kutscher, Diese Zs. Bd. 32, S. 413 (1901). 
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ce 


(juanidinabkémmlingen die Guanidingruppierung die gleiche 
Stellung hat, muff die Arginase bei ihrem verschiedenen Ver- 
halten diesen Guanidinabkémmlingen gegeniiber in ihrer Tatig- 
keit von anderen Faktoren beeinfluBt sein, wie oben besprochen 
wurde. Dasselbe gilt auch fiir die unten angegebenen Fille 
bei Kinwirkung auf Agmatin und Tetramethylendiguanidin. Ob 
die spaltbare Atomgruppierung einem kérpereigenen oder kérper- 
fremden Stoffe angehért, miiBte gleichgiiltig sein bei der ein- 
zigen Bedingung, daf es zum Zustandekommen des Komplex- 
verbandes Substrat—Ferment kommt. 

In meinen hier in Kirze und unten im experimentellen 
Teil in extenso angefiihrten Versuchen untersuchte ich das 
Verhalten der Arginase einiger Pflanzenobjekte zum Agmatin 
und T'etramethylendiguanidin, einem neuen, friiher noch nicht 
dargestellten Guanidinderivate. Dabei konnte ich nur fiir das 
Ferment des Aspergillus niger, nicht aber anderer Objekte, 
und nur auf Tetramethylendiguanidin, nicht aber Agmatin, 
eine Kinwirkung der Arginase nachweisen. In allen unter- 
suchten Fallen war die Anwesenheit der Arginase selbstver- 
stindlich sichergestellt. ') 

Aus diesen T'atsachen erfolgt die Frage, ob im Mycel von 
Aspergillus niger ein besonderes Ferment, das nur gegen Tetra- 
methylendignanidin tiitig ist, anwesend ist, obgleich die Base 
wohl eine kérperfremde Substanz darstellt, oder ob in dem- 
selben Mycel eine Varietaét der Arginase enthalten ist, welche 
sich von der Arginase anderer Objekte durch ihre Tiatigkeit 
dem synthetisch dargestellten basischen Kérper gegeniiber 
unterscheidet.*) Den oben angefiihrten Betrachtungen nach 
wirde man wohl eher annehmen, daf zur Erklirung dieses 
Verhaltens keine der eben angegebenen Méglichkeiten nétig ist. 


') Vgl. Diese Zs., Ub. d. ferment. Abbau des Arginins in Pflanzen, 
2. Abhandlung. 

®) H. E. Roaf, Biochem. Jl. Bd. 3, 8. 462 (1909). Die auf einer 
niederen Stufe der Entwicklung stehenden Lebewesen enthalten nach 
den Vorstellungen von Roaf eine beschriinkte Menge relativ wenig spe- 
zifischer Fermente, die sich in héheren Lebewesen differenzieren und 
in diesen eine héhere Spezifitit erreichen | vgl. Oppenheimer, Die Fer- 
mente, S. 51 (1913)], 
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Die Arginase befand sich eben im Versuch mit Aspergillus 
niger gerade in den ndétigen Bedingungen zur Spaltung des 
Tetramethylendiguanidins. Diese Bedingungen fand sie aber 
nicht bei der Einwirkung im Falle von Aspergillus niger auf 
Agmatin, sowie bei der Einwirkung im Falle ihres anderen 
Ursprunges, auf Tetramethylendiguanidin, sowie Agmatin. 

Durch die Vorstellung iiber die einzige Existenz von Fer- 
menten, die nur an gewisse Atomgruppierungen angepaBt sind 
und in ihrer Tatigkeit von iuBeren Bedingungen stark be- 
einfluBt werden, wiirde die Fermentlehre in ihrem Grunde 
vereinfacht werden und fiir viele Falle, die zu ihrer Erklirung 
jetzt viel kompliziertere Vorstellungen erfordern, eine einfache 
Antwort geben kénnen. 


Spezieller Teil. 
A. Versuchsanstellung. 


In den meisten Fallen wurde das Pflanzenmaterial m 
frischem Zustande verwendet, wobei die Pflanzenteile zuerst 
mit einer Schere in kleine Stiicke zerschnitten und dann in 
einem Moérser mit Quarzsand und Quarzpulver oder Infusorien- 
erde in Anwesenheit von Toluol oder Toluolchloroform fein ver- 
rieben werden. Das zuerst getrocknete Material einiger Versuche 
wurde fein in einer Kaffeemiihle gemahlen und durch ein feines 
Sieb gesiebt, wobei die restierenden Teile wieder in der Miihle 
zerkleinert wurden. Das Trocknen geschah in einem geraiumigen 
Vakuum iiber Schwefelsiure bei niedriger Temperatur (einige 
Grade unter 0° oder bei 0°) in Anwesenheit von Atzkalistiick- 
chen, um die hindernde Einwirkung von Schwefelsiuredimpfen ') 
moglichst auszuschlieBen. Jeder Versuch wurde von einem 
Kontrollversuche ohne Basenzusatz begleitet; in einigen Fallen 
wurde ein zweiter Kontrollversuch angestellt, wobei das Fer- 
ment durch Erhitzen in kochendem Wasserbade wihrend 15 Mi 
nuten zerstért wurde. 

Die Basen Agmatin und Tetramethylendiguanidin wurden 
in Form von Sulfaten eingefiihrt, wobei die berechnete Menge 








') Gore, Jl. of Biol. Chem. Bd. 15, S. 259 (1918). 
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kohlensauren Natrons zugefiigt wurde, um die Sulfate in Car- 
bonate iiberzufiihren. Die Kontrollversuche erhielten die gleiche 
Menge kohlensauren Natrons. 

Um Uberdruck in den Versuchskélbchen zu verhindern, 
wurden dieselben mit Peligotschen Réhren mit titrierter 
Schwefelsiure als Schutz gegen den méglichen Ammoniak- 
gehalt der Luft verschlossen. Als Antisepticum diente Toluol 
(5 ccm) oder Toluolchloroform (3 ccm und 0,5 ccm). Nach Ver- 
mischung des Inhaltes der Kélbchen, die auBer dem Ferment- 
material, Base und Antisepticum noch zugesetztes Wasser ent- 
hielten (gegen 100—140 ccm), wurden die Kélbchen in einen 
Thermostaten bei 37° gebracht und deren Inhalt wahrend des 
Aufenthalts in demselben wiederholt vermischt. Die verhiitende 
Wirkung des Antisepticums wurde immer nachgeprift. Beim 
SchluB der Versuche wurden die Kélbchen erkailten gelassen, die 
alkalische Mischung mit Essigsiure oder n/2-Schwefelsiure an- 
gesiuert und die Tiatigkeit der Fermente durch 15 Minuten 
lang dauerndes Erwarmen in kochendem Wasserbade sistiert. 
Darauf folgte die Ammoniakbestimmung im Vakuum bei 40? 
unter Verdriingung des Ammoniaks durch Magnesiumoxyd, wo- 
bei stets die in den Peligotschen Réhren enthaltene Am- 
moniakmenge zugerechnet wurde. Nach dieser Bestimmung 
wurde der Destillationsriickstand mit Wasser ausgezogen und 
die weitere Behandlung durch Ausscheidung der Basen in iib- 
licher Weise durch Phosphorwolframsiure, Silberbarytverfahren 
oder eimfach mit Pikrinsiure vorgenommen. 


B. Versuche mit Agmatin. 
1. Versuch. Aspergillus niger. 


Die Differenz in den gefundenen Ammoniakmengen war 
au gering, um von einer Desamidierung infolge sukzessiver 
Kinwirkung von Arginase und Urease sprechen zu kénnen. 

Der mit Schwefelsiure neutralisierte und mit Tierkohle 
nach geniigender Konzentration gereinigte Auszug des Destil- 
lationsriickstandes der Versuchsportion wurde mit Pikrinsaure 
versetzt. Das ausgefallene Pikrat wurde am nichsten Tage 
abfiltriert, mit kaltem Wasser ausgewaschen, im Vakuum 
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Versuche mit Agmatin. 


Tabelle I. 
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Nr. 





Objekt 


Aspergillus niger, 4 tiigiges 
Mycel . 


Seeale cornutum . 


Agaricus campestris 


Erhitzt 
Vicia sativa, 3 wéch. griine 
Keimpfl. ohne Samenlapp. 


Erhitzt 





Gewicht 
in g 


frisch trocken 





Versuchs- 
dauer 
in 
Stunden 





Agmatinsulfat in g 


| 
zugesetzt | zerfallen 


0,3128 
0 


05566 
0 


0.2941 


0 


0 


eem n/10- 
H,SO, 
entsprechen 
dem NH, 


5,85 
5,10 
12,70 
10,60 





N aus NH, ia g 





gefunden 


0,0082 
0,0072 


0,0178 
0,0148 


0,0101 
0,0090 
0,0078 


0,0288 
0,0215 
0,0025 





ab- 


0,0010 


0,0030 


0,0018 
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getrocknet und gewogen. Das Gewicht betrug 0,806 g, waa 
03127 g Agmatinsulfat entspricht. Zur Identifikation wurde 
das Pikrat in das Chloraurat iibergefiihrt. Dasselbe zeigte die 
Kigenschaften des Agmatingoldchlorids und schmolz nach 
T'rocknen im Vakuum unter langsamer Gasentwicklung gleich- 
zeitig mit einem reinen Priparat dieses Doppelsalzes bei 185°. 
Die Goldbestimmung bestitigte die Identitit. 

0,0900 g Chloraurat enthielten 0,0438 ¢ Au oder 48,66°,, 
statt der erforderlichen 48,68°/,. 

Somit war das Agmatin vollkommen unveriindert ge- 
blieben. 


2. Versuch. Secale cornutum. 

Da Agmatin im Mutterkorn aufgefunden wurde’), war das 
Verhalten dieser Base den im Mutterkorn enthaltenen Fer- 
menten gegeniiber von besonderem Interesse. Der Versucii 
wurde mit kauflichem Material ausgefiihrt, in dem die Aktivitiit 
der Fermente zuerst gepriift wurde.) 

Auch hier war die Differenz der gefundenen Ammoniak- 
menge in der Versuchs- und Kontrollportion nicht groB genug, 
um tber Zerfall von Agmatin sicher schlieBen zu kénnen: es 
war eher anzunelmen, daB die Difierenz von einer etwas ver- 
schiedenen Desamidation der im Mutterkorn selbst enthaltenex 
Substanzen herriihrte, da ja die Alkalinitét in dem einen Falle 
von einer organischen Base, in dem anderen von Natrium- 
carbonat herriihrte. 

Nach Ausfillen der Basen im Auszug des Destillations- 
riickstandes durch Phosphorwolframsaiure wurden dieselben in 
die Sulfate iibergefiihrt. Nach Reinigung mit Tierkohle wurde 
durch Alkoholzusatz zu der konzentrierten Lésung ein Krystall- 
brei erhalten, der ohne Abtrennung von der Mutterlauge im 
Vakuum getrocknet und gewogen wurde. Das Gewicht der 
krystallimischen, schwach gefarbten Masse betrug 0,6275 g. Ds. 





) R. Engeland u. F. Kutscher, Zbl. f. Physiol. Bd. 24, 5. 47% 
u. 589 (1910). 

*) Vgl. meine Abhandl. Ub. d. ferm. Abbau d. Arginins in Pflanzen 
Ii. Abh., Diese Zs. Bd. 118, S. 267. 
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hier die im Material selbst enthaltenen basischen Substanzen mit- 
vewogen wurden, finden wir eine gute Ubereinstimmung der zu- 
gesetzten mit der zuriickgewonnenen Menge des Agmatinsulfats. 

Nach Auflésen in Wasser wurde mit Pikrinsiure aus- 
gefallt, der Niederschlag mit Wasser und Alkohol ausgewaschen 
und aus einer sehr groBen Menge Wasser umkrystallisiert. Die 
Zersetzungstemperatur des Pikrates wurde bei 228° gefunden. 
Das aus dem Pikrat gewonnene Sulfat schmolz bei 226°.) 

Im Versuch wurde also das Agmatin vollkommen intakt 
wiedergewonnen. 


3. Versuch. Agaricus campestris. 

Uber die Resultate der Ammoniakbestimmung wire das 
gleiche zu sagen, wie in Versuch 2. Im Auszug des Destil- 
jationsriickstandes wurde eine direkte Pikrinsiurefillung vor- 
genommen. Das ausgeschiedene Pikrat wog nach Trocknen 
im Vakuum 0,7769 g, was 0,3016 g Agmatinsulfat entspricht. 
Die Identifikation wurde durch Uberfiihren in das Sulfat und 
dessen Schmelzpunktbestimmung vorgenommen. 

Auch hier war somit keine Veriinderung des Agmatins 
#achzuweisen. : 

4. Versuch. Vicia sativa. 

Uber Ammoniakbestiminungen vgl. Versuch 2 und 3. 

Die durch Phosphorwolframsiure gefallten basischen An- 
teile der Versuchsportion wurden in Carbonate itbergefiihrt. 
Das erhaltene unreine Carbonat, dessen Gewicht die ganze 
Menge des zugesetzten Agmatins deckte, war durch seine krei- 
dige Beschaffenheit und schwere Léslichkeit m Wasser dem 
Agmatincarbonat abnlich. Die aus dem Carbonat erhaltenen 
Salze stimmten mit den Salzen des Agmatins iiberein. Im 
Pikrat wurde die Pikrinsiiure bestimmt. Die erhaltene Zahl 
stimmte gut mit Agmatinpikrat iiberein. Das Chloraurat zeigte 
die charakteristischen Kigenschaften des Agmatingoldchlorids. 
Das Sulfat schmolz bei 223°. Das aus dem Sulfat dargestellte 





1) Agmatinsulfat aus Heringssperma 224-—225°, synthetisches 229°. 
Kuesel, Diese Zs. Bd. 66, S. 257 (1910); Bd. 68, S. 170 (1910). 
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Carbonat konnte aus Wasser in krystallinischer Form erhalten 
werden. 

Demnach war auch in diesem Versuch kein Agmatinzerfall 
nachzuweisen. 


C. Versuche mit ‘etramethylendiguanidin. 
|. Versuch. 4tagiges Mycel von Aspergillus niger. 

In diesem Versuch wurde eine betrichtliche Desamidation 
der zugefiigten Base gefunden, wobei das Ammoniak sekundir 
aus dem abgespaltenen Harnstoff entstehen konnte. 

Zu dem mit Schwefelsiure neutralisierten, etwas kon- 
zentrierten und mit Tierkohle entfarbten Auszuge des Destil- 
lationsriickstandes wurde Pikrinsiure zugesetzt. Es entstand 
ein sehr schwer in Wasser ldéslicher krystallinischer Nieder- 
schlag, der am nichsten Tage abfiltriert und mit kaltem Wasser 
ausgewaschen wurde. Das Gewicht des Pikrats betrug 0,6252 g. 

Das aus dem Pikrat hergestellte Chloraurat krystallisierte 
bedeutend schliechter aus, als ich es fir Tetramethylen- 
diguanidin feststellte, was augenscheinlich von einer Beimengung 
abhing, die zugleich auch den Schmelzpunkt des Chloraurates 
vor dem Umkristallisieren erniedrigte.’) Nach einmaligem Um- 
krystallisieren schmolz das Chloraurat bei 171—172° ohne 
Zersetzung. Die Goldbestimmung ergab 45,60°/, Au, 0.0614 g 
Chloraurat enthielten 0,0280 g Au. 

Aus der Mutterlauge des Chloraurats wurde eine weitere 
krystallinische Ausscheidung erhalten, die 47,28 °/, Au enthielt, 
also einen zwischen Tetramethylendiguanidinchloraurat (46,28 °/,) 
und Agmatinchloraurat (48,68 °/,) liegenden Goldgehalt hatte. 

In 0,0404 g Chloraurat wurden 0,0191 g Au gefunden. 

Eine fermentative Agmatinbildung konnte also wahrschein- 
lich, jedoch nicht mit Sicherheit nachgewiesen sein und nur 
der nachstfolgende Versuch gibt uns den Beweis, daB ein der- 
artiger ProzeB stattgefunden hatte. 

Aus den Ammoniakbestimmungen kann ein Zerfall von 
0,1629 g Tetramethylendiguanidinsulfat unter Bildung von 





'} 1583—164° statt 172,5° fiir Tetramethylendiguanidinchloraurat 








Versuche mit Tetramethylendiguanidin. 


Tabelle LIL. 
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Objekt 


Aspergillus niger, 4 tigiges 
Mycel 
Aspergillus niger, 3 tigiges 
Mycel 


Secale cornutum . 


Agaricus campestris 


Aufgekocht . 
Vicia sativa, 3 wéch. <i 
Keimpfl. ohne Samenlappen 
Lupinus albus, 10 tig. griine { 
Keimpflanzen \ 


Trifolium pratense, 


ate 
Keimpflanzen 





triseh 


Gewicht 


in g 


trocken 








Versuchs- 
dauer 
in 
Stunden 


336 
336 
169 
169 
169 





Tetramethylendiguani- 


dinsulfat in g 


zugesetzt 


0.3716 
0 
QO 
0,3294 
0 
0,2676 
0 
0 
0,4094 
0 
0,3400 
0 
0 


0,3384 
0 


zertallen 


0,1629 


0,3846 


0 





eem n/10- 
H,SO, 
entsprechen 
dem NH, 


17,15 
5,10 
30,60 
5,90 
1,10 
11,75 
11,65 
5,60 
5,80 
3,85 
17,35 
15,35 
4,90 
4,85 
2,15 
2,80 
2,80 








N aus NH, 


gefunden 


in g 
ab- 
gespalten 








0,0241 
0,0072 
0,0430 
0,0083 
0,0015 
0,0165 
0,0163 
0,0078 
0,0082 
0,0054 
0,0243 
0,0215 
0,0069 
0,0068 
0,0030 
0,0039 
0,0039 


0,0169 


ae 


0,0347 


0 


0,0028 


0 
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Agmatin und Harnstoff berechnet werden, wobei 0,2076 g des 
zugefiigten Basensulfats unverindert geblieben waren. Harn- 
stoff konnte in diesem Versuche nicht nachgewiesen werden, 
da der ganze gebildete Harnstoff weiter gespalten war. 


2. Versuch. 3tigiges Mycel von Aspergillus niger. 

Die Desamidation war in diesem Versuche energischer 
als Im vorigen. 

Schon bei der Fallung mit Pikrinsiure war ein deutlicher 
Unterschied mit der iiblichen momentanen Austallung des Tetra- 
methylendiguanidins bemerkbar, die Ausfiallung geschah dabei 
viel langsamer. 

Das Pikrat wurde in das Sulfat iibergefiihrt und das Ge- 
wicht der Pikrinsiiure und des Sulfates durch Wiagung be- 
stimmt: 

Pikrinsiiure. . . . « « « OF44g 
er 

Die Berechnung zeigt, daf das erhaltene Salz ziemlich 
reines Agmatinsulfat darstellt: 

0,5484 ¢ Pikrinsiiure miissen entsprechen 

0,3237 g Tetramethylendiguanidinsulfat 


oder 
0,2733 g Agmatinsulfat. 


Fiir die Bildung des Agmatins spricht auch die GréBe 
der im Versuch gefundenen Desamidation: bei vollem Uber- 
gange von Tetramethylendiguanidin in Agmatin und nach- 
folgender Spaltung des gebildeten Harnstoffs durch Urease 
muBten 0,0385 g N—NH, entstehen. Gefunden wurde 0,0347 ¢ 
N—NH,. 

Das ausgeschiedene Sulfat hatte volle Ahnlichkeit mit 
dem Sulfate des Agmatins und unterschied sich stark vom 
Tetramethylendiguanidinsulfat. Die Schmelzpunktbestimmung 
ergab 219—220°.') 0.2115 g Sulfat gaben 0,2095 g BaSO,, 
d. h. 0,0880 g oder 41,61 °/, H,SO,; dabei enthalten die Sulfate 
von Agmatin 42,95 °/,, des Tetramethylendiguanidins 36,29 °/, 
H,SO,. 


1) Fiir das Sulfat des Agmatins fand ich 226°, fiir das Sulfat des 
Tetramethylendiguanidins 291°. 
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Aus dem Sulfat wurde das Goldchloriddoppelsalz dar- 
gestellt. Die Goldbestimmung ergab folgende Zahlen: 

I. (Haupt-) Krystallisation: 0,0697 g enthielten 0,0338 ¢ 
oder 48,49°/, anstatt der fiir Agmatinchloraurat erforderlichen 
48,68 °/, Au. 

II. Krystallisation: 0,0579 g enthielten 0,0278 g¢ oder 
48,01 °/, Au. 

Aus der Mutterlauge des untersuchten Pikrats konnten 
noch 0,1878 g Pikrat mit 0,1402 g oder 74,65°/, Pikrinsiure 
erhalten werden. Augenscheinlich war hier ein Gemisch von 
Agmatin- und Tetramethylendiguanidinpikrat vorhanden, da 
ersteres 77,87 °/,, letzteres 72,66 °/, Pikrinsiure enthilt. 

Das aus diesem Pikrat erhaltene Sulfat wog nach Reini- 
gung mit Tierkohle 0,0332 g. Aus dem Sulfat wurde ein 
schwer in Wasser lésliches Chloraurat erhalten, welches seiner 
geringen Menge wegen weiter nicht untersucht werden konnte. 

Somit wurden im ganzen 0,3116 g von Sulfaten zuriick- 
gewonnen. Den ausgefiihrten Ammoniakbestimmungen nach 
muBten 0,0370 g Tetramethylendiguanidinsulfat und 0,2825 g 
Agmatinsulfat nach dem Versuche anwesend gewesen sein 
Die Summe beider Sulfate, 0,3195 g, entspricht in geniigendem 
MaBe der in Wirklichkeit ausgeschiedenen Menge der Sulfate. 

Die angefiihrten Angaben und Berechnungen zeigen uns 
deutlich, daB hier eine fermentative Bildung von Agmatin aus 
Tetramethylendiguanidin stattgefunden hat und dabei das 
Agmatin weiter nicht zersetzt wurde. 


8. Versuch. Secale cornutum. 


Die, wie in den vorigen Versuchen, erhaltene Pikrinsiure- 
fallung wog 0,7874g. Bei der Umrechnung auf das Sulfat 
entspricht diese Menge 0,3377 g Tetramethylendiguanidin- 
sulfat. 

Das aus dem Pikrat erhaltene Sulfat wurde umkrystallisiert 
und zeigte den fir das Sulfat des Tetramethylendiguanidins 
charakteristischen Zersetzungspunkt 291°. 

Die Fermente des Mutterkorns iibten also keine Wirkung 
auf das Tetramethylendiguanidin aus. 











4. Versuch. Agaricus campestris. 


Das, wie friiher, ausgeschiedene Pikrat wog 0,5932 g. 
Diese Menge entspricht 0,2543 g Tetramethylendiguanidinsulfat. 
Das Pikrat wurde in das Chloraurat iibergefiihrt. Dieses 
schmolz ohne Umkrystallisieren bei 172°. 

Somit konnte das Tetramethylendiguanidin unverindert 
wiedergewonnen werden. 


>. Versuch. Vicia sativa. 


Die Differenz im Ammoniakgehalt der Versuchs- und 
Kontrollportion war zu gering, als daB man von einem Zerfall 
der Base sprechen kénnte. 

Nach tiblichem Ausfillen mit Phosphorwolframsiure wurdea 
die basischen Anteile aus dem Auszuge des Destillationsriick- 
standes der Versuchsportion in Carbonate iibergefiihrt. Das 
Gewicht der unreinen, schwer in Wasser lislichen, zum Teil 
krystallinischen Masse war 0,4959 g. Daraus wurden 0,9405 ¢ 
Pikrat erhalten, was 0,4033 g Tetramethylendiguanidinsulfat 
entspricht. 0,8731 g dieses Pikrats gaben 0,3759 ¢ Sulfat 
statt der fiir das T'etramethylendiguanidin erforderlichen 0,3744 ¢. 
Das sich fir ‘etramethylendiguanidin charakteristisch ver- 
haltende Sulfat schmolz bei 290,5°. 

Die gefundenen Ergebnisse zeigen, dab das Tetramethylen- 
diguanidin im Versuch unverindert geblieben war. 


6. Versuch. Lupinus albus. 

In diesem Versuch wurde das Tetramethylendiguanidin 
unveriindert durch das Silberbarytverfahren zuriickgewonnen 
Das iiber das Pikrat erhaltene Chloraurat schmolz ohne Um- 
krystallisieren bei 172,5°. 


7. Versuch. Trifolium pratense. 
In diesem Versuch wurden die Ausziige der Destillations- 


ruckstiinde durch Silberfillungen fraktioniert und in jeder 
Fraktion eine Stickstoffbestimmung vorgenommen. 
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Versuchsportion Kontrollportion 


& ¢ 
N des Ammoniaks .... . 0,0039 0,0039 
N im Niederschlage von Ag,SO, 0,0011 0,0013 
N im Silberbaryt-Nieder. chlage . 0,1248 0,0140 
ieee GUS le 0,0167 0,0218 


Die Bestimmung des Stickstoffs in der ,,Arginin“-Fraktion 
des Versuches wurde in 3/, derselben ausgefiihrt und auf den 
ganzen Niederschlag berechnet. 

Kine bemerkenswerte Differenz wurde somit nur fir die 
.Arginin“-Fraktion nachgewiesen. Dieselbe betrug 0,1108 ¢ 
Stickstoff, was gut mit dem Gehalt an Stickstoff des in die 
Versuchsportion eingefiihrten Tetramethylendiguanidins iiber- 
einstimmt (0,1052 g). Der Rest der ,,Arginin“-Fraktion des 
Versuchs wurde zur Darstellung des Sulfats verwendet, welches 
auskrystallisiert und von der Mutterlauge abgetrennt wurde. 
Daraus wurde das Pikrat hergestellt, wobei 0,5015 g, ent- 
sprechend 0,2938 g Tetramethylendiguanidinsulfat, mit dem 
Zersetzungspunkt 242° erhalten wurden. Das aus dem Pikrat 
neu hergestellte Sulfat schmolz unter Zersetzung bei 291”. 
Somit war das Zuriickgewinnen des unveriinderten Tetra- 
methylendiguanidins sicher nachgewiesen. 









































Beitrag zur Kenntnis des Glutencaseins des Buchweizens. 


Von 
Alexander Kiesel. 


(Pflanzenphysiologisches Institut der Universitit Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29, Oktober 1921.) 


Das Eiwei8 des Buchweizens, welches von Ritthausen?) 
Glutencasein genannt wurde, ist bis jetzt nur von Ritthausen 
untersucht worden. Ritthausen extrahierte das Buchweizen- 
meh] mit 75°/, Alkohol, Wasser und schwacher Lauge und 
fand dabei, daB in allen diesen Fallen ein und dasselbe EiweiB, 
jedoch in verschiedenen Mengen, erhalten wurde. Im ganzen 
wurde bis 5,65°/, EiweiB extrahiert. 

Da nach den Angaben von Ritthausen das k&ufliche 
Buchweizenmehl mit Weizenmehl verunreinigt sein kann, so 
nahm ich ein Mehl in Arbeit, welches ich mir selbst aus Buch- 
weizen bereitete. Die von mir beim Extrahieren mit verschie- 
denen Liésungsmitteln erhaltenen Resultate wichen stark von 
den von Ritthausen gemachten Angaben ab. Dieses kann 
uns nicht verwundern, da Ritthausen selbst einen betriacht- 
lichen Unterschied bei Untersuchung von Mehl verschiedener 
Herkunft nachwies. 

Ich hatte nicht die Absicht, die Untersuchung der ver- 
schiedenen Fraktionen des EiweiBes vorzunehmen und benutzte 
ein Priparat, welches durch Extrahieren mit verdiinnter Lauge 
erhalten wurde. Hierbei konnte ich die Angaben von Ritt- 


') H. Ritthausen, Die EiweiBkérper d.Getreidearten, Hiilsenfriichte 
u. Olsamen. Bonn (1872). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXVIII. 20 
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hausen tiber die Kigenschaften des Glutencaseins vollkommen 
bestatigen. 

Wenn man das Mehl mit 0,1°/, Natronlauge extrahiert, 
bekommt man braune, stark schleimige Lésungen, welche sich 
sehr langsam beim Stehen kliren. Ritthausen fand, daf 
die Lésungen nach 6—8 Tagen noch sehr triibe erschienen 
und Starke in aufgeschwemmtem Zustande enthielten. 

Die Angaben von Ritthausen fiber die Unméglichkeit, 
das EiweiB durch Filtration zu reinigen, und meine eigenen 
Versuche, auf diesem Wege die KiweiBlésungen zu kliren, ver- 
anlaBten mich, die Filtration nicht vorzunehmen. Das Aus- 
scheiden des EiweiBes geschah deshalb aus einer ziemlich 
triben Lésung, die von den abgesetzten Teilen dekantiert 
wurde. In der Liésung befanden sich neben Starke noch viel 
kolloidale stickstofffreie Substanzen, von Ritthausen als Gummi 
bezeichnet, die bei dem Eintragen von EssigsAure mit dem 
EiweiB zusammen ausfielen. Diese Substanzen lieBen sich 
sogar bei mehrmaligem Umfallen des KiweiBes schwer und 
unvolistindig entfernen. Beim Eintragen von Essigsiure schied 
sich das EiweiB in faserigen Flocken aus, die beim Riihren 
mit dem Glasstabe an demselben hafteten und dann schnell 
zu Boden sanken. 

Nach sorgfaltigem Auswaschen des KiweiBes mit kaltem, 
spiter mit erwiarmtem Wasser, wurde das EiweiB auf einem 
Filter gesammelt und zwischen Filtrierpapier abgepreBt, von 
dem das EiweiB leicht durch Befeuchten des Filtrierpapiers 
mit Alkohol abgenommen werden konnte. In einem Teile 
dieses EiweiBes wurde das Trockengewicht und der Stickstoff- 
gehalt bestimmt. Alsdann wurde das HiweiB ohne Trocknen 
in entsprechend verdiinnter Schwefelsiure verteilt, um 9 Ge- 
wichtsteile, 33°/, Schwefelsiure auf 1 Teil trocknen KiweiBes 
za erhalten. Nach 12 stiindigem Stehenlassen wurde die Hydro- 
lyse des zum grofen Teil gelésten KiweiBes durch 14 stiindiges 
Kochen auf freier Flamme vorgenommen. 

Die erhaltene Hydrolysenfliissigkeit wurde mit Wasser ver- 
diinnt, erkalten gelassen und die in betrichtlicher Menge gebil- 
deten Huminstoffe abfiltriert. Nach Entfernung eines Teiles 
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der Schwefelsiure bis zum Gehalt von 5°/, wurden die basischen 
Bestandteile des Hydrolysats mit Phosphorwolframsaure aus- 
gefallt und in iiblicher Weise die Histidin-, Arginin- und Lysin- 
fraktionen ausgeschieden. 

In der Histidinfraktion wurde das Histidin zur Reinigung 
mit Quecksilbersulfat!) gefallt und als Dichlorid gewogen. 

Das Arginin wurde als Nitrat erhalten und als Kupfer- 
nitratdoppelsalz identifiziert. 

Das Lysin wurde als Pikrat abgetrennt und in Form des- 
selben identifiziert. 3 

In den zwei von mir dargestellten Kiwei8priparaten konnte 
der wirkliche KiweiBgehalt berechnet werden, indem als Grund- 
lage der Berechnung der von Ritthausen gefundene héchste 
Stickstofigehalt des KiweiBes, 17,43°/,, angenommen wurde. 
Zu den zwei ausgefiihrten Hydrolysenversuchen wurden hei 
dieser Berechnung 69 und 50 g Glutencasein verwendet. 

Das Dichlorhydrat des Histidins schmolz unter Zersetzung 
bei 231°. 

Das Argininkupfernitrat schmolz bei 112—112,5°. 

Das Lysinpikrat verpuffte bei 251°. 











swore - seater mente termine ach = ————— 
EiweiB | Histidindi- | Histidin | Arginin- | Arginin | Lysin- | Lysin 
in g | chlorhydrat, ¢g 7. nitrat, g °/, pikrat, gz] °/, 


mete 


a i 


: a os =. cceuinennananate = 
69 0,76 0,84 | 6,32 6,71 2.84 1,66 
50 — “a 5,48 1,55 1,70 1,29 


eng nS — ———— eae aad 























') A. Kossel u. A. Patten, Diese Zs. Bd. 38, 8. 39 (1908). 











Zur Kenntnis des Hefeeiweifes. 


Vou 


Alexander Kiesel. 


(Pilanzenphysiologisches Institut der Universitat zu Moskau. 


(Der Redaktion zugegangen am 29%. Oktober 1921.) 


Das EiweiB der Hefe, in dem hier der Hexonbasengehalt 
bestimmt wurde, hat R. Schroeder’) in dieser Hinsicht zum 
ersten Male im Jahre 1902 untersucht. Das von ihm her- 
gestellte KiweiBpriparat wurde aus PreBhefe bereitet, die 
wihrend 24 Stunden mit Atherwasser digeriert wurde. Es 
entstand eine kriiftige Autolyse mit betrichtlicher Temperatur- 
erhéhung, Kohlensiiureausscheidung und Verfliissigung des Breies. 
Das Eiwei8 wurde aus diesem Brei mit Wasser extrahiert, die 
wiBrige Lésung abfiltriert und nach Ansiiuern mit Essigsiure 
durch Erhitzen ausgeschieden. Nach Auswaschen mit Wasser, 
Alkohol und Ather wurde das Eiwei® getrocknet und mit 
Salzséure hydrolysiert. 

Spiter wurde das Hefeeiweif von P. Thomas?) untersucht, 
der auch die Autolyse zum Ausscheiden des EiweiBes anwandte 
und dabei zwei Arten von Eiwei8 gewann, die er Hefecasein 
und Hefealbumin (Cerevisin) nannte. Das Albumin entsprach 
nach seiner Darstellungsweise dem EKiweif’ von Schroeder 
das Casein wurde aus dem Riickstand der Hefe durch Extrak- 
tion mit schwacher Lauge und nachtriglicher Fallung mit 
Kssigsiure erhalten. 

') Hofm. Beitr. Bd. 2, 8. 389 (1902). 

*) C. R. Bd. 156, 8, 2024 (1918); P. Thomas et Mme. 8. Ko- 
lodziejska, a.a.O. Bd. 157, S. 243 (1918). 








































305 


Zur Kenntnis des HefeeiweiBes. 


Die von den beiden Forschern erhaltenen Zahlen weichen 
dermaBen voneinander ab, da’ ihre Zusammenstellung, sowie 
die Zusammenstellung mit den von mir fiir EiweiB der Bier- 
hefe erhaltenen Zahlen, ein gewisses Interesse bildet. 





Albumin Casein 
0/, des EiweiBes Schroeder ‘Thomas Kiesel Thomas 
Histidin . . .. ~~ 1,98 2,02 2,97 2,63 
Arginin. . . . . = 8,22 8,95 3,15 3,58 
Eon 2 ww. COR 7,14 3,63 4,09 


Bei der Autolyse, die zur Erhaltung der Eiwei8kérper 
erforderlich ist, geht sicherlich eine mehr oder weniger starke 
Verinderung derselben vor und deshalb miissen die aus- 
geschiedenen HiweiBkérper teilweise schon modifiziert sein. 
Von der Art und dem Grade dieser Verinderung hingt es ab, 
daB dabei verschiedene EKiwei8kérper entstehen und die an- 
gefiihrten Zahlen dienen als sicherer Beweis dafiir. 

Das von mir zur Hydrolyse verwendete EKiweiBpriparat 
wurde bei sorgfiltigem Kinhalten der Angaben von Schroeder 
erhalten und muBte, wie dasjenige von Schroeder, dem 
Albumin von Thomas entsprechen. Die Hydrolyse und Analyse 
von 26,3 g trocknen EiweiBes wurde nach der. von F. Weiss?) 
angegebenen Methode ausgefiihrt. Die erhaltenen Resultate 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


























Gefunden| °/, des | °/, des 
g EiweiBes |Stickstoffs 

Gesamtstickstoff. . ....... 4,13 15,70 100 
Huminstickstoff I ........, 0,63 2,39 15,22 
‘ a 0,09 0,57 
Ammoniakstickstoff. . . . ... . 0,186 0,707 4,50 
N im Ag,SO,-Niederschlag. . . . . 0,156 0,60 8,82 
N im Silberbaryt-Niederschlag .. . 0,735 2,79 17,77 
N der Histidinfraktion . .... . 0,215 0,82 5,22 
N der Argininfraktion . . . ar 0,330 1,25 7,96 
N des des Lysins und der Audneatenwn 2,82 8,88 56,05 
Tg ee ee ee ee a 0,330 1,25 7,96 
N der Aminosiiuren ....... 1,58 7,15 45,54 


1) Diese Zs. Bd. 52, S. 107 (1907). 
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Das Pikrolonat des Histidins schmolz unter Zersetzung 
bei 231°.) 

Das Argininpikrolonat schmolz unter Zersetzung bei 225°. 

Das Pikrat des Lysins, obgleich es mehrmals umkrystalli- 
siert wurde, wies einen Explosionspunkt von 245—246° auf 
und entsprach in dieser Hinsicht dem Lysinpikrat, welches 
Kutscher und Lohmann?) bei der Untersuchung der Produkte 
der Pankreasautolyse erhielten. Gleich diesem, fing das von 
mir erhaltene Lysinpikrat von 200° an, dunkel zu werden und 
verpufite bei der Erreichung der oben angegebenen Temperatur. 
Die Existenz eines Isomeren des Lysins gibt auch E. Winter- 
stein) an, der es bei Hydrolyse von RicinussameneiweiB8 erhielt. 

Der oben angegebene Gehalt an Histidin, Arginin und 
Lysin in dem von mir abgeschiedenen HiweiB ist nach den 
Wagungen der Pikrolonate des Histidins und Arginins und 
des Pikrates des Lysins berechnet. 





') Nach F. Kutscher 232°; Zbl. f Physiol. Bd. 24, S. 164 (1910); 
nach Steudel 225°, Abderh. Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. Bd. 2, 
S. 506 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 41, S. 339 (1904). 

5) E. Winterstein, Diese Zs, Bd. 45, S. 74 (1905). 
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